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RESUMO

A esquistossomose € uma das parasitoses mais prevalentes no mundo. Este fato deve-se
principalmente a dispersdo dos hospedeiros intermediarios do Schistosoma mansoni. De fato,
apos o registro de Biomphalaria glabrata no estado do Rio Grande do Sul seguiu-se a
deteccdo do primeiro foco da esquistossomose mansoni no estado. Em virtude disso é
fundamental conhecer a distribuicdo geografica desses hospedeiros intermediarios. No intuito
de rever a distribuicdo desses moluscos no distrito de Ravena (Sabara/MG), vérias areas
pesquisadas em 1980 foram revisitadas. Naquela época a prevaléncia da esquistossomose era
de 36,7% e os moluscos encontrados foram B. tenagophila e B. glabrata. Entre estes tltimos,
1,5% dos exemplares encontravam-se parasitados por S. mansoni e nenhum exemplar de B.
tenagophila estava eliminando cercarias desse parasito. No presente estudo, foram capturados
3.451 moluscos, examinados por exposicdo a luz artificial e identificados através da
morfologia e da técnica de PCR-RFLP. Os moluscos foram identificados como B. glabrata
(357) e B. tenagophila (3.094). Todos estavam negativos para S. mansoni. Testes de
suscetibilidade foram realizados utilizando a cepa SJ de S. mansoni em trés populacGes de B.
tenagophila da localidade. Taxas de infeccdo de 3,8, 4,0 e 5,0% foram obtidas, superiores ao
relatado em estudos anteriores com B. tenagophila do distrito. Para avaliar a variabilidade
genética dessas trés populagfes utilizou-se a técnica de RAPD com trés iniciadores: 3302,
3304 e 3307. Além disso, esses perfis de RAPDs foram comparados aos perfis de duas outras
populacdes de B. tenagophila. Uma populacdo oriunda do Taim/RS considerada resistente ao
S. mansoni e outra, oriunda de Anchieta/ES, que até o momento, mostrou-se refrataria as
cepas SJ e LE. Nas cinco populagdes verificou-se uma baixa variabilidade genética
intrapopulacional e uma alta variabilidade interpopulacional. As informagdes obtidas neste
estudo mostraram que 0s hospedeiros intermediarios permanecem no distrito de Ravena.
Ocorreu uma substituicdo de B. glabrata por B. tenagophila. Apesar dos moluscos coletados
estarem negativos para S. mansoni, isto ndo implica que o distrito esteja livre da parasitose.
Esta € uma area que deve ser constantemente vigiada, pois como foi demonstrado nos testes
de suscetibilidade, os moluscos da espécie B. tenagophila estdo se tornando cada vez mais

suscetiveis.
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ABSTRACT

Schistosomiasis is one of the most prevalent parasitic diseases worldwide. In Brazil, the
spreading of Schistosoma mansoni intermediate host snails, such as that observed in the state
Rio Grande do Sul (RS), may account for the dispersion of the disease. Aimed at reviewing
the distribution of these snails in the municipality of Ravena, in the state of Minas Gerais,
several areas investigated by 1980 were revisited. At that time, schistosomiasis prevalence
was 36.7% and the intermediate hosts found were Biomphalaria tenagophila and B. glabrata.
Among B. glabrata specimens, 1.5% was infected with S. mansoni, and no B. tenagophila
samples eliminated cercariae. In the present investigation, snail collections were monthly
carried out between January and June 2005 in ten different sites of Ravena. Biomphalaria has
shown to be present in seven of the sites under study. A total of 3451 mollusks were collected,
examined by means of artificial light exposure, and identified through morphological
characters and PCR-RFLP and 357 were B. glabrata and 3094 B. tenagophila. None of them
were infected with the parasite. Susceptibility tests were performed with three B. tenagophila
populations from Ravena by using the S. mansoni SJ strain. The infection rates obtained were
3.8%, 4.0% and 5.0%, which was higher than those reported in previous studies for B.
tenagophila in the same locality. In order to evaluate the genetic variability of those three
populations, RAPD was employed by using the following three primers: 3302, 3304 and
3307. RAPD profiles were compared with other two B. tenagophila populations: one
population from Taim/RS, regarded as resistant to S. mansoni and the other from
Anchieta/ES, which has shown to be refractory to the parasite up to the present moment. Low
genetic interpopulational variability and high intrapopulational variability were verified in the
six populations analyzed. Data obtained in the present investigation shows that S. mansoni
intermediate hosts remain in the municipality of Ravena, predominantly B. tenagophila,
instead of B. glabrata. Although the snails collected were negative for S. mansoni, one may
not state that the area is free of this parasitic disease as a greater number of mollusks need to
be collected and further susceptibility analysis should be undertaken for a prevalence survey

in the municipality.
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1.1 - A esquistossomose

A esquistossomose é uma das parasitoses mais prevalentes no mundo, sendo endémica
em 76 paises e territorios (Engels et al. 2002). Esta é uma doenca intimamente associada a
pobreza e ao baixo nivel de desenvolvimento econdémico, levando as populacdes a utilizarem
aguas contaminadas para a agricultura, trabalho doméstico e lazer (Katz & Peixoto 2000).

Estima-se que cerca de 200 milhdes de pessoas encontram-se infectadas, enquanto
outras centenas de milhdes vivem em areas endémicas, expostas a infeccdo. Esta parasitose
constitui um sério problema de saude publica, colocando em risco em torno de 500 a 600
milhdes de pessoas. Além disso, cerca de 20.000 pessoas morrem anualmente em
consequéncia de doencas associadas, como o cancer de bexiga (esquistossomose urinaria) e a
fibrose (esquistossomose hepato-esplénica) (WHO 1993).

A doenca é causada por um trematdédeo do género Schistosoma e, entre as espécies
conhecidas que infectam o homem podemos citar: S. haematobium Bilharz 1852, S.
japonicum Katsurada 1904, S. mansoni Sambon 1907, S. mattheei Veglia & Le Roux 1929, S.
intercalatum Fisher 1934, S. mekongi Voge, Bruckner & Bruce 1978 e o S. malayensis Greer,
Ow-Yang & Yong 1988.

No Brasil o agente etioldgico da esquistossomose € o S. mansoni descrito pela primeira
vez por Piraja da Silva, na Bahia, em 1908. A esquistossomose mansonica apresenta formas
agudas e/ou cronicas, com sintomatologia geral ou intestinal. Por vezes, podem surgir formas
graves, com extensa fibrose hepatica, hipertensdo porta, esplenomegalia além da
neuroesquistossomose. Sua introducdo no continente americano ocorreu, provavelmente, no
século XVI, com a chegada de escravos, originarios das mais diversas regides da Africa, que
vieram trabalhar no cultivo da cana-de-agucar (Magalhaes 1970, Camargo 1980).

O grande numero de pessoas infectadas e os constantes deslocamentos da populagdo em
busca de melhores condi¢cbes de vida fazem com que os portadores humanos da
esquistossomose sejam encontrados em todo o territorio nacional (Teles 2005). E importante
ressaltar ainda que, individuos eliminando ovos do parasito e a ocorréncia de planorbideos
suscetiveis a infeccdo, sdo dois fatores essenciais relacionados a expansdo da doenca no Brasil
(Ruiz, 1957). Junte-se a esses dois fatores a auséncia de saneamento basico e agua tratada

para grande parte da nossa populacao.
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A ampla distribuicao espacial aliada a facilidade de expansao da helmintose no territério
brasileiro confere a esquistossomose mansénica grande relevancia no panorama da saude
publica (Passos & Amaral 1998). Apesar dessa importancia, o Unico inquérito parasitologico
nacional, mais abrangente e informativo, refere-se ao ano de 1950, realizado por Pellon e
Teixeira. Este inquérito, direcionado para escolares na faixa etaria de 7 a 14 anos de idade de
11 estados brasileiros, revelou uma prevaléncia de 10% e os autores estimaram em 2 milhGes
0 numero total de casos (Pellon & Teixeira 1950). Katz & Peixoto (2000), analisando os
dados divulgados pela Fundacdo Nacional de Saide (FUNASA) e publicados por Passos e
Amaral (1998), ressaltam que o0 numero de portadores de 7,1 milhdes em 1996 e 6,3 milhdes
em 1997 pode nao representar a realidade, uma vez que a prevaléncia utilizada para esses
calculos nédo foi obtida através de amostra representativa da populacéo nos diferentes estados
brasileiros. Estes autores destacam ainda a necessidade de realizacdo de um novo inquérito
nacional de prevaléncia, onde as amostras sejam representativas das populaces dos estados
brasileiros.

Em 2004, Coura & Amaral realizaram um estudo comparativo dos dados disponiveis
do Programa de Controle da Esquistossomose, Ministério da Saude, no intuito de verificar a
prevaléncia da doenca em dois diferentes periodos, demonstrando assim a situacdo

epidemioldgica por estado (Tabela 1).

Tabela 01: Prevaléncia da esquistossomose no Brasil, por Estado, considerando o Programa
de Controle nos periodos de 1980-1989 e 1990-2002 (Coura & Amaral, 2004).

Average of faeces Percentage of positivily
States exams/vear Average 19801989 1990-2002
Alagoas 98.315 19.2 16.7 19.8
Goids 2,777 il (1995 - 2002)
Sergipe 51.229 17.3 16.3 17.7
Pernambuco 111.993 14,7 14,7 14.6
Distrito Federal E.BES 1.70 0.9 208
Bahia 512218 10,2 10,9 927
Espirito Santo 94.248 1.1 14.0 24
Paraiba 135,199 97 10.4 9.1
Minas Gerais 204730 10,1 10,4 10,1
Rio Grande do Nore B7.508 5.1 4.8 5.3
Maranhio 145616 5.1 5.8 45
Rondoma 15.681 2.1 (1994 - 2002)
Parandi 58.454 24 24 24
Ceara 170,302 1.9 1.8 1.9
Rio de Janeiro 36615 1.4 1.5 1.4
Santa Catarina 7.999 03 0.3 04
Para B7.420 1.1 1.2 1.0
Piaui 22.020 03 0.4 0,04
Average for the country 1929733/ vear 11,5 12,5 9,2
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Segundo Coura & Amaral (2004), o controle da doenca no Brasil é dificultado por
algumas raz0es: a) disseminacao dos hospedeiros intermediarios e seus mecanismos de escape
de moluscicidas; b) altos custos associados com a implementacdo de condic¢Ges sanitarias e
suprimento de agua e também o intenso contato com &gua de populagdes rurais; ¢) o longo
tempo necessario para educacao sanitaria e para a adesdo das comunidades ao programas de
controle; d) ineficiéncia do tratamento na reducdo da prevaléncia devido a re-infecgfes; €) a
improvavel protecdo individual; f) auséncia de uma vacina efetiva para a prevencdo da

doenca.

1.2 - O ciclo de vida do S. mansoni

O S. mansoni possui um ciclo de vida complexo envolvendo reproducdo sexuada e
assexuada. Durante o ciclo, a fase assexuada ocorre no hospedeiro intermediario invertebrado
e a fase sexuada no hospedeiro definitivo vertebrado. Os ovos sdo eliminados com as fezes do
hospedeiro definitivo e ao entrarem em contato com a gua, eclodem liberando miracidios que
nadam e penetram na regido cefalopodal dos moluscos. Transformam-se em esporocistos
primarios e secundarios, nos quais as células germinativas multiplicam-se dando origem as
cercarias de cauda bifurcada, apds 25 a 35 dias. As cercérias eliminadas pelo molusco nadam
ativamente até encontrar um hospedeiro definitivo, penetrando através da pele, ocasido em
que perdem a cauda e formam os esquistossomulos que migram em direcdo aos vasos
sanglineos dirigindo-se ao coracdo, pulmao, figado (onde alcancam a maturidade) e veias
mesentéricas (28-48 dias apds a penetracdo). Apds o acasalamento, as fémeas pdem ovos de
um a um, podendo chegar a até 300 por dia. Parte dos ovos cai na luz intestinal e sdo
eliminados com as fezes, completando o ciclo. Outra parte dos ovos fica retida nos tecidos do
figado e paredes do intestino, dando origem a granulomas; outra € distribuida para diferentes
Orgdos através da corrente sangiiinea podendo também originar granulomas. Os vermes
adultos podem viver de 20 a 25 anos no organismo humano nao tratado. Além do homem, sdo
observados como hospedeiros definitivos, roedores, carnivoros, primatas nao-humanos,

marsupiais e bovinos (Souza & Lima, 1997) (Figura 1).
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Ciclo de vida do S. mansoni
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Figura 1: Desenho esquematico do ciclo de vida do S. mansoni

(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/pt/3/3d/Esquistossomose.jpeg, com modificacdes).
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1.3 — Areas endémicas

No Brasil, a esquistossomose encontra-se distribuida do nordeste até a regido sul,
principalmente nos estados de Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Espirito Santo e Minas
Gerais. Existem também outros focos da doenca disseminados pelo pais (Figura 2). Um dos
focos mais recentes foi reportado no Rio Grande do Sul por Graeff-Teixeira et al. (1999).

Em Minas Gerais, a distribuicdo da esquistossomose mansoni ndo € regular,
intercalando-se areas de alta prevaléncia com areas onde a transmissdo € baixa ou nula. De
fato, a doenca é endémica nas mesoregifes do Vale do Mucuri, Vale do Rio Doce, Zona da
Mata, Norte, Jequitinhonha, Campo das Vertentes, Central Mineira, Metropolitana de Belo
Horizonte e Oeste de Minas. As maiores prevaléncias sdo encontradas nas quatro primeiras
mesorregides citadas (Pellon & Teixeira 1950; Katz et al. 1978, Lambertucci et al. 1987). As
mesorregides do Noroeste, Sul/Sudoeste, Triangulo Mineiro e do Alto Paranaiba (a excecao
dos municipios de Paracatu e Araxa, onde se encontram alguns focos da doenga), localizadas
na regido ocidental do Estado eram consideradas, até recentemente, livres da endemia.

Em 1983, com a implantacdo pela Secretaria de Saude do Programa de Controle da
Esquistossomose no Estado de Minas Gerais (Katz 1986), a doenca foi incorporada ao sistema
de notificacdo compulsoéria, proporcionando o relato de um maior ndmero de casos da
parasitose, em &reas de baixa endemicidade, bem como de regides onde nunca havia sido
verificada sua ocorréncia.

O desenvolvimento de determinadas areas, com o surgimento de mdo de obra
migrante, determinaram a instalacdo de novos focos da esquistossomose em trés regifes do
Estado de Minas Gerais. O primeiro foi descrito na cidade de Itajubd, na regido Sul do Estado
como conseqiéncia da instalagdo do distrito industrial do municipio (Katz & Carvalho 1983).

Posteriormente, outro foco foi descrito na cidade de Paracatu, na regido Noroeste do
Estado, onde oito criangas com idade variando de 12 a 14 anos eliminavam ovos de S.
mansoni nas fezes. O planorbideo observado na &rea foi a B. straminea. Entretanto, dos
11.471 exemplares capturados, nenhum se encontrava positivo para S. mansoni. Nesta
localidade foi verificada uma intensa atividade de extracdo de ouro de aluvido (Carvalho et al.
1988a), que atraiu migrantes de varias partes do pais, que ali vivem em precérias condi¢fes
sanitarias.

No Sudoeste do Estado, proximo a represa de Furnas no municipio de Passos, foi
relatada a presenca de B. glabrata, infectada por S. mansoni, em um clube campestre, nas

imediacdes da cidade. Neste municipio observou-se um grande nimero de migrantes por
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ocasido da colheita do café, produto de cultura relativamente recente no municipio (Carvalho
et al 1988b) que atraia migrantes de varias partes do Estado, inclusive de regides endémicas
para esquistossomose.

Constata-se desta forma, que a esquistossomose mansoni € uma doen¢a em expansao
no Estado de Minas Gerais, em que pese 0s conhecimentos adquiridos nos altimos anos,
relacionados, sobretudo ao seu diagndstico e tratamento.

Por outro lado, verifica-se que a carta planorbidica brasileira vem sendo construida de
forma lenta, mas progressivamente acrescida de novas localidades com a presenga de
hospedeiros intermediadrios de S. mansoni. A dificuldade para adicdo de novos dados a
distribuicdo dos planorbideos brasileiros se prende, basicamente, a grande extensao territorial

do Pais e a dificuldade de acesso a determinadas regides.

Faixa de prevaléncia (%)

B =15
5-15

W <5

O néo endémico

Figura 2: Distribuicdo da esquistossomose no Brasil (Fonte: Geréncia Técnica de

Esquistossomose / Secretaria de Vigilancia em Salde, 2002).
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1.3.1 - Ravena, Sabara/MG

Em 1980, Coura-Filho et al. (1995) realizaram um trabalho sobre os determinantes
ambientais da esquistossomose mansoni no distrito de Ravena, municipio de Sabara-MG. A
prevaléncia da doenca na populacdo foi de 36,7%, sendo que as criancas até 14 anos
apresentaram as maiores médias de ovos por grama de fezes. Os determinantes de risco
identificados para a transmissdo da doenca estavam relacionados aos habitos de nadar e pescar
em corregos e clubes recreativos localizados nos arredores do distrito. Neste mesmo ano, apés
a instalacdo do servico de agua tratada pela COPASA em 90% das residéncias do distrito,
Coura-Filho et al. (1996) realizaram tratamentos quadrienais (em 1980, 1984, 1988 e 1992) na
populacédo parasitada. Foi observada no decorrer do estudo, uma reducéo da prevaléncia para
11,5%, da carga de ovos e também da morbidade, entretanto estes autores ressaltam que nao
foi possivel identificar qual das duas medidas (suprimento de agua potavel intradomiciliar ou
tratamento especifico) foi a responsével por essa redugao.

Foi também realizado no estudo de Coura-Filho et al (1995), um levantamento
malacologico em 15 colecbes hidricas da regido, nos quais foram coletados 8.989
planorbideos, sendo 3.812 exemplares de B. glabrata em 12 delas, e 5.177 de B. tenagophila
em um Unico curso de &gua. Entre as B. glabrata capturadas, 58 (1,5%) estavam parasitadas
por S. mansoni, mas ndo foram encontrados exemplares de B. tenagophila eliminando
cercarias desse parasito.

Estudos de suscetibilidade de B. tenagophila provenientes dessa localidade foram
realizados utilizando trés cepas de S. mansoni, com diferentes resultados. Carvalho & Souza
(1980) registraram uma taxa de infec¢do de 5% com a cepa LE, utilizando 200 miracidios por
molusco. Souza et al. (1983), ndo conseguiram infeccdo com trés diferentes cepas (SJ,
proveniente de Sao José dos Campos; LE, de Belo Horizonte; e SS, de Ravena), utilizando de
50 a 100 miracidios por molusco.

Ao analisar 0s aspectos determinantes para a transmissdo da esquistossomose em sete
areas endémicas no Brasil, Coura-Filho (1994) observou uma continua utilizacdo das cole¢Bes
hidricas contaminadas, mesmo apds a introducdo do suprimento de agua encanada, para
atividades de lazer em areas urbanas e de atividades profissionais (agricultura e doméstica)
em &reas rurais.

Outra observacédo relevante oriunda de areas onde foram desenvolvidos programas de

controle foi a eliminacdo de ovos do parasito por um nimero pequeno de pacientes ndo
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diagnosticados, ndo curados, re-infectados ou nédo tratados (Coura-Filho et al. 1996) que
poderiam estar mantendo o ciclo da doenca.

Desde 1996, nenhum outro trabalho, relacionado a esquistossomose, foi realizado em
Ravena, sendo desconhecida a situacdo atual da doenca no distrito. Ap6s 25 anos da
implantacdo de medidas de controle, é possivel que hoje, com a presenca de portadores
associados aos habitos de risco da populacéo e a presenca de moluscos infectados, ainda haja
transmisséo da doenca na localidade.

Esta dissertacdo € parte de um projeto que pretende re-avaliar a situacdo da
esquistossomose no distrito de Ravena. Tal projeto inclui estudos malacoldgicos e
epidemioldgicos, bem como exames parasitoldgicos, tratamento da populacdo e implantacédo
de um trabalho de educagdo em salde nas escolas da regido. Portando, o presente trabalho
apresentara os primeiros resultados deste estudo com um enfoque voltado para 0s hospedeiros

intermediarios do S. mansoni presentes na regiao.

1.4 - Hospedeiros intermediarios

1.4.1 - Considerac0es gerais

Os hospedeiros intermediarios do S. mansoni na América do Sul (Figura 3), América
Central e na Africa sdo moluscos de 4gua doce pertencentes ao género Biomphalaria Preston,
1910 (Filo Mollusca: Classe Gastropoda: Subclasse Pulmonata: Ordem Basommatophora:

Familia Planorbidae).

No Brasil, sdo conhecidas dez espécies e uma subespécie de moluscos desse género:
B. glabrata (Say, 1818), B. tenagophila (Orbigny, 1835), B. straminea (Dunker, 1948),
B. peregrina (Orbigny, 1835), B. schrammi (Crossi, 1864), B. kuhniana (Clessin, 1883),
B. intermedia Paraense & Deslandes, 1962, B. amazonica Paraense 1966, B. oligoza Paraense
1974, B. occidentalis Paraense 1981 e B. t. guaibensis Paraense 1984. Entre essas espécies
somente as trés primeiras ja foram encontradas naturalmente infectadas pelo S. mansoni.
Outras duas espécies, B. peregrina e B. amazonica, foram infectadas experimentalmente e sdo
consideradas hospedeiras em potencial desse parasito (Corréa & Paraense 1971, Paraense &
Corréa 1973).
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Figura 3 — Distribuicdo geografica das espécies hospedeiras intermediarias do Schistosoma
mansoni na América do Sul (Paraense 2001).

1.4.2 - Biologia

Para uma melhor compreensdo da capacidade adaptativa dos planorbideos do género
Biomphalaria, é necessario conhecer alguns possiveis fatores que contribuem para a dindmica
das populagcbes desses moluscos. De uma maneira geral s@o encontrados em pequenas
colecdes hidricas com velocidade inferior a 30cm/segundo, com vegetacdo vertical ou
flutuante. Entretanto, alguns exemplares podem migrar contra a correnteza ocupando
lentamente criadouros a montante das coldnias originais. S&o capazes de sobreviver em uma
grande variedade de colecGes de agua doce, paradas ou com pouca correnteza (lagos, lagoas,
pocos, corregos, rios, riachos, etc.) e quaisquer outras colecdes hidricas natural ou
artificialmente alagadas. Alimentam-se de vegetais aquaticos, restos de animais e vegetais em
decomposicdo, algas, bactérias e microorganismos presentes no limo que se formam nas
superficies encobertas pela dgua (Paraense 1972).

10



Introdugdo Dissertagdo de Mestrado

Um mecanismo adaptativo importante desses moluscos é a estratégia reprodutiva, que
desempenha papel fundamental na perpetuacdo das espécies. De fato, por serem
hermafroditas, em condigdes favoraveis optam pela fecundacdo cruzada e aumentando a
variabilidade; ja& em condicBes desfavoraveis, um ou poucos individuos podem utilizar o
mecanismo de autofecundacdo, dando inicio a uma nova populacdo (efeito fundador). A
possibilidade da formacdo de uma nova populagdo, a partir de um unico individuo, permite
explicar a ocorréncia de certas col6nias de planorbideos com caracteristicas peculiares e
pequena variacao individual (Paraense 1955).

Esses moluscos desenvolveram inimeros mecanismos de sobrevivéncia e escape,
como a brusca parada no desenvolvimento, controlada por fatores internos, mesmo quando as
condicBes do meio sdo favoraveis (diapausa) ou a quiescéncia, determinada diretamente por
condigdes desfavoraveis do meio, manifestando-se na forma de parada do desenvolvimento,
induzida pela elevacdo da temperatura (estivacdo), ou pelo abaixamento da temperatura a um
nivel tal que faz cessar todo desenvolvimento (hibernacgéo).

S&o capazes de enterrarem-se no solo dos ambientes aquaticos (hidropsamon) e fora
deles (eupsamon), devido a formacao de ambientes aquaticos temporarios, como pocas d’agua
formadas por chuvas ou inundagfes, que véo ressecando lentamente. Esse comportamento
parece estar relacionado a habitos de nutricdo ou de protecdo, ou mesmo de ambos. O

enterramento pode coincidir também com a aplicacdo de moluscicida.

Estes planorbideos possuem uma grande capacidade de adaptacéo a diferentes condi¢des
ambientais, podendo tolerar grandes variagdes nas cacteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas
do local onde vivem (Paraense 1972). Além disso, possuem resisténcia a dessecacdo, caso
esta ocorra de forma lenta, mas progressiva (como € comum ocorrer em algumas areas do
Nordeste brasileiro), podendo resistir vivos por um longo periodo e até mesmo formar novas
populacbes (Barbosa & Olivier 1958). Mesmo em regifes onde as populacfes desses
planorbideos sejam quase extintas, a recolonizardo pode ocorrer a partir do efeito fundador. E
importante ressaltar ainda que um Unico espécime sobrevivente tem a capacidade de produzir

cerca de 10 milhdes de descendentes ao final de 90 dias de postura (Paraense 1955)
1.4.3 - Suscetibilidade

A suscetibilidade dos moluscos do género Biomphalaria ao S. mansoni pode variar entre
areas geogréficas (Paraense & Corréa 1963, 1978; Malek & Rouquayrol 1986), populacdes na
mesma area, individuos dentro da mesma populacdo e também entre moluscos de diferentes

idades (Richards 1970, 1984, Richards & Shade 1987). Estudos demonstraram que a infecc¢ao
11
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de B. glabrata pelo S. mansoni depende de uma interacdo complexa, determinada pelos genes
do parasito e do molusco. Em exemplares jovens acredita-se que a resisténcia seja baseada em
interacGes complexas de outros fatores genéticos ainda ndo conhecidos (Richards & Shade
1987). Uma melhor compreensao sobre 0s genes do parasito e dos hospedeiros pode levar ao

estabelecimento de novos métodos de controle da doenca.

Richards (1970) demonstrou que a suscetibilidade de B. glabrata jovens foi determinada
por um complexo de fatores genéticos e que um simples fator dominante pode levar moluscos
jovens suscetiveis a se tornarem resistentes a infeccdo na fase adulta. Segundo Lewis et al.
(1993), as interacBes parasito hospedeiro sdo influenciadas por genes do molusco que

controlam a suscetibilidade e genes do parasito que determinam a infectividade.
1.4.4 - Biomphalaria tenagophila

Na América Latina, B. tenagophila esta presente na Argentina, Peru, Bolivia, Paraguai
e Uruguai (Paraense 2001) (Figura 2). No Brasil, esta espécie distribui-se continuamente por
larga faixa costeira que se estende do Sul da Bahia até o Chui, Rio Grande do Sul (Paraense
1986). Paraense & Corréa (1989) chamam a atengdo para o importante papel da B.
tenagophila como vetor do S. mansoni nas regides sul e sudeste, nas quais a esquistossomose

vem se expandindo nos ultimos anos de forma lenta, mas constante.

Em relacdo a B. tenagophila verifica-se uma maior compatibilidade com cepa SJ (Séo
José dos Campos, SP) do que com as demais cepas de S. mansoni até 0 momento estudadas
(Carvalho et al. 1979, Corréa et al.1979, Paraense & Corréa 1963, Santos et al. 1979, Souza et
al. 1983, 1987, 1995). Entretanto, ja foi descrita uma linhagem de B. tenagophila proveniente
da Reserva Ecoldgica do Taim (Rio Grande do Sul, Brasil) resistente ao S. mansoni (Coelho
1995). Esta linhagem sempre se mostrou resistente a infec¢do, mesmo quando desafiada com
diferentes cepas e quantidades de miracidios desse parasito (Coelho et al. 2004). Nem mesmo
altas doses de radiacdo gama foram suficientes para que estes moluscos se tornassem
suscetiveis ao S. mansoni (Martins-Souza et al. 2003). Rosa et al. (2005) realizaram estudos
utilizando a técnica de RAPD em busca de marcadores genéticos associados a resisténcia nos
descendentes F2 resistentes e suscetiveis resultantes do cruzamento entre B. tenagophila do
Taim/RS (resistente) e B. tenagophila Joinvile (suscetivel). Entretanto ndo foi possivel
detecté-los. Barbosa et al. (2006) demonstraram que o transplante do 6rgdo hematopoético
(APO) de exemplares da populacdo do Taim para espécimes suscetiveis, originarios de Cabo

Frio foi capaz de conferir resisténcia a ultima. Rosa et al. (2004) demonstraram que 0

12
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cruzamento de espécimes da populacdo do Taim com espécimes suscetiveis geraram
descendentes resistentes ao S. mansoni. Esses cruzamentos obedeciam as leis de Mendel cuja
proporgdo € de trés partes resistentes para uma suscetivel. Em virtude disso, Coelho et al.
(2004) sugeriram a introducéo dessa linhagem resistente como controle bioldgico em éareas

onde a transmissao da esquistossomose é feita por B. tenagophila.

Outra populacdo de B. tenagophila que tem se mostrado resistente a diferentes cepas
de S. mansoni é proveniente de Anchieta/ES. Esta populacdo foi recebida recentemente no
Moluscério Lobato Paraense do CPgRR/Fiocruz onde estdo sendo realizados alguns estudos.
Testes de suscetibilidade foram feitos, onde a geracdo F1 desses moluscos foi desafiada com
50 miracidios das cepas LE e SJ de S. mansoni e todos se apresentaram resistentes a infec¢ao.
Devido a estes resultados, a populagdo de Anchieta/ES foi considerada resistente neste estudo,

entretanto novos experimentos ainda serdo realizados para que isto seja confirmado.
1.4.5 - Identificacdo morfoldgica

A correta identificacdo dos planorbideos do género Biomphalaria permite conhecer a
fauna de moluscos de uma determinada regido e a detectar espécies presentes em areas de
transmissao da esquistossomose, bem como em areas indenes, mas que em fungédo da presenca

de espécies suscetiveis podem vir a se tornar focos da parasitose.

A identificacdo morfoldgica destes planorbideos baseia-se na comparagédo dos caracteres
da concha, aparelho reprodutor masculino e feminino, e do sistema excretor, conforme
estabelecido por Deslandes (1951) e Paraense (1975, 1981, 1984, 1988) (Figuras 4, 5, 6 e 7).
Entretanto, a identificacdo pode ser dificultada pela grande variacdo observada nesses
caracteres devido ao seu estado de distensdo no momento da fixacdo (Paraense 1975) ou
também a variacGes morfoldgicas intraespecificas (Paraense 1966). Devido a essas variacoes,
sdo relevantes, no diagnodstico desses moluscos, a habilidade e a especializacdo do

investigador em dissecar e caracterizar as espécies em funcao das diferencas morfoldgicas.

Em decorréncia da diversidade morfologica e biologica observada no género
Biomphalaria, técnicas moleculares tém sido associadas com os caracteres morfologicos, no

intuito de auxiliar na identificacdo destes moluscos.

13
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(A) (B) (®)

Figura 4 - Concha de Biomphalaria vista pela direita (A), de frente (B) e pela esquerda (C).
Legenda: ac: abertura da concha, ag: abertura genital masculina, bm: borda do manto, ca:
calo, co: colo, di: didmetro da concha, ga: giro apical ou interno (primeiro giro), gc: giro
corporal ou externo (Ultimo giro), Ic: largura da concha (diametro horizontal da abertura), 1d:
lado direito, le: lado esquerdo, mu: mufla, ol: olho, pb: pseudobranquia, pe: pé, pf: periferia,
pl: palpos labiais, pn: pneumdstoma, ps: peristoma, so: sola, su: sutura, te: tentaculo
(Paraense, 1972).
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Figura 5: Vista lateral dos 6rgdos de Biomphalaria glabrata com o manto e o saco
bucal dissecados, em destaque o aparelho reprodutor masculino e feminino (Paraense
& Deslandes 1955).
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Figura 6: Caracteres morfoldgicos utilizados para a identificacdo de B. glabrata. (A)
Concha, (B) Aparelho reprodutor masculino e feminino, (C) Manto.

Figura 7: Caracteres morfolégicos utilizados para a identificacdo de B. tenagophila. (A)

Concha, (B) Aparelho reprodutor masculino e feminino, (C) Manto.
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1.5 - Técnicas moleculares
1.5.1 - Identificacdo molecular

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) descrita por Saiki et al. (1985) causou uma
grande revolucdo na Biologia. Esta técnica consiste na sintese enzimética in vitro de
sequéncias especificas de DNA através de uma série de ciclos a diferentes temperaturas
(desnaturacdo das fitas de DNA, anelamento dos iniciadores e extensdo da regido flanqueada
pelo iniciador). Este processo permite o acimulo exponencial dos fragmentos delimitados
pelos iniciadores gerando ao final da reacdo a producao de milhdes destes fragmentos.

A PCR-RFLP (reacdo em cadeia da polimerase e polimorfismo de tamanho de
fragmentos de restricdo), se se baseia na amplificacdo pela PCR de qualquer regido do DNA e
a subseqtiente digestdo do fragmento amplificado com enzimas de restricdo que cortam a fita
dupla em sitios especificos de reconhecimento (sitios de restricdo). Esta técnica foi descrita no
mesmo trabalho de Saiki et al. (1985) e tem sido utilizada na identificacdo molecular de
espéecies de Leishmania (Rotureau et al. 2006), analise genética de Toxoplasma gondii
(Ferreira et al. 2006), separacdo de espécies de nematdides (Otranto et al. 2001, Caldeira et al.
2003) e identificacdo de moluscos do género Bulinus (Raahauge & Kristensen 2000).

Em moluscos do género Biomphalaria a PCR-RFLP vem sendo amplamente utilizada
(Vidigal et al. 2000, 2004, Carvalho et al. 2001, Rosa et al. 2004, Caldeira et al. 2000,
Velasquez et al. 2002). Esses autores amplificaram a regido espacadora transcrita interna
(ITS) do gene do rRNA (Figura 8), constituido por trés regides conservadas 18S, 5.8 e 28S e
duas regides espagadoras (ITS1 e ITS2). Os iniciadores anelam-se na porcéo final da regido
18S e na inicial da 28S gerando um fragmento de aproximadamente 1.300 pares de base.
Apdbs a amplificacdo o fragmento é submetido a digestdo com enzimas de restricdo, gerando
perfis espécie-especificos.

Analisando dos perfis de restricdo obtidos com Ddel, Vidigal et al. (2000) elaboraram
um diagrama para as 10 espécies e uma subespécie do género Biomphalaria existentes no
Brasil que é utilizado rotineiramente para identificacdo dos moluscos brasileiros deste género
(Figura 9). Esta regido do DNA também foi estudada por Barbosa et al. (2006) utilizando a
PCR-RFLP, observando que a populagéo de B. tenagophila do Taim possui como marcador
um fragmento adicional de 350 pb, além dos fragmentos espécie especificos de 800 e 470 pb,
descritos por Vidigal et al. (2000). Foi demonstrado ainda por Rosa et al. (2004), que é
possivel detectar este marcador em individuos da geracdo F1 e F2, provenientes do

cruzamento desta linhagem com outra suscetivel.
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Em outro estudo, Caldeira et al. (2004) obtiveram sucesso na identificacdo de
moluscos do género Biomphalaria a partir de DNA extraido de tracos de matéria organica de
conchas depositadas em cole¢des malacoldgicas por até 10 anos. Neste trabalho a PCR-RFLP
foi direcionada para a regido espagadora ITS2, que € uma regido menor, uma vez que o0 DNA

alvo poderia estar degradado.

18



Introdugdo Dissertagdo de Mestrado
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Figura 8: Desenho esquematico do gene do RNA ribossomal.
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Figura 9: Diagrama representativo dos perfis espécie-especificos das dez espécies e
uma sub-espécie brasileiras do género Biomphalaria. Bg: Biomphalaria glabrata,
Btt: B. tenagophila tenagophila, Btg: B.t. guaibensis, Boc: B. occidentalis, Bk: B.
kuhniana, Bs: B. straminea, Bi: B. intermedia, Bp: B. peregrina, Bo: B. oligoza,
Bsch : B. schrammi, Ba: B. amazonica (Vidigal et al. 2000).
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1.5.2 - Variabilidade genética

Uma outra variante da PCR é a técnica de RAPD (polimorfismos de DNA
amplificados aleatoriamente) que amplifica regidbes do DNA sem a necessidade do
conhecimento prévio das seqiiéncias do organismo em estudo, portanto, ndo necessita de
iniciadores especificos. Os produtos polimorficos sdo gerados pela amplificacdo de
fragmentos do DNA através de pequenos iniciadores de seqliéncias aleatorias e sob condigdes
de baixa estringéncia (Welsh & McClelland 1990, Williams et al.1990). O iniciador utilizado
em cada reacdo produzird fragmentos através do seu anelamento e distribuicdo ao acaso
dentro do genoma. Os polimorfismos detectados pela RAPD podem ter origens em inserc¢oes
ou delecdes no sitio de ligacdo do iniciador, 0 que poderia alterar o tamanho final destes
fragmentos ou até mesmo gerar novos locais de ligacao dos iniciadores (Williams et al.1990).

Esta técnica tem sido utilizada em estudos relacionados a variabilidade genética de
alguns organismos como: Anopheles (Calado & Navarro-Silva 2006), Lutzomyia (Margonari
et al. 2004), nematdides (Lax et al. 2004, Cofcewicz et al. 2004), moluscos do género
Lymnaea (Cardoso et al. 2006) e também em linhagens resistentes de Pseudosuccinea
columella resistentes e suscetiveis a Fasciola hepatica (Gutiérrez et al. 2003, Calienes et al.
2004).

Em relagdo aos moluscos do género Biomphalaria, diversos estudos j& foram realizados
utilizando a técnica de RAPD (Carvalho et al. 2001, Pires et al. 1997, Vidigal et al. 1994).
Esses autores estudaram a variabilidade genética de populacdes de B. glabrata, B.
tenagophila, B. occidentalis de véarias regies do Brasil, e encontraram uma baixa
variabilidade intrapopulacional e uma alta variabilidade interpopulacional. Spada et al.
(2002), buscando marcadores ligados & resisténcia em B. glabrata, observaram bandas
polimorficas somente na linhagem suscetivel. Abdel-Hamid et al. (1999) estudando a
variabilidade genética de B. tenagophila, encontraram diferencas intrapopulacionais entre
moluscos suscetiveis e resistentes.

Simpson et al. (1995) analisando 0 genoma do S. mansoni e de B. glabrata, observaram
um maior polimorfismo intraespecifico no molusco em relacdo ao parasito. Estes autores
ressaltam ainda, o importante papel da genética do molusco hospedeiro e sugerem que esta
pode ser mais importante que a do parasito na determinacdo da epidemiologia da

esquistossomose.
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2.1 - Geral

Estudar os hospedeiros intermediarios do S. mansoni no distrito de Ravena, municipio
de Sabara-MG.

2.2 - Especificos
- Realizar um levantamento malacolégico de moluscos do género Biomphalaria nas

diferentes cole¢fes hidricas do perimetro urbano do distrito de Ravena pesquisadas na
década de 80.

- Investigar a ocorréncia de Biomphalaria infectada com S. mansoni

- ldentificar as espécies de Biomphalaria através da morfologia e da técnica de PCR-RFLP

direcionada para a regido espacadora transcrita interna (ITS) do gene do RNA ribossomal.

- Auvaliar populagtes de B. tenagophila do distrito quanto a suscetibilidade a cepa SJ de S.

mansoni, mantida em laboratério.

- Estudar a variabilidade genética intra e interpopulacional, das populacGes de B.

tenagophila do distrito, através da técnica de RAPD.

- Comparar os polimorfismos de DNA amplificados aleatoriamente obtidos pela técnica de
RAPD das populacfes suscetiveis de B. tenagophila encontradas no distrito de Ravena
com os perfis da populacao resistente do Taim/RS e de outra oriunda de Anchieta/ES que

até o momento tem se mostrado resistente.
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3-METODOLOGIA
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3.1 - Area estudada

O distrito de Ravena, pertencente a0 municipio de Sabard, esta localizado cerca de 30
km de Belo Horizonte, as margens da BR-262. Trés localidades compGem a area: Ravena,
Ravenopolis e Lavapés.

3.2 - Coleta de moluscos

Foram realizadas coletas mensais durante seis meses (Janeiro a Junho de 2005). Dez
colecBes hidricas da regido foram selecionadas: Rio Vermelho (Figura 10), Corrego Floréncio
(Figura 11), Poco artesiano (Figura 12), Lagoa da Cotochés (Figura 13), Cdrrego Lavapés
(Figura 14), Poco ao lado do corrego Lavapés, Vala 1 (Figura 15), Lagoa Nova (Figura 16),
Corguinho (Figura 17) e Vala da Bomba (Figura 18). Para a coleta foi utilizada uma concha
metalica perfurada que foi mergulhada na dgua 10 vezes a cada 10 passos nos mesmos trechos
delimitados anteriormente por Coura-Filho et al. (1995). Os moluscos coletados foram
armazenados em sacos plasticos, identificados por ponto de coleta e transportados ao
laboratério para mensuracdo da concha, identificacdo especifica e exame para verificar a

presenca de cercarias de S. mansoni.
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Figura 10: Rio Vermelho.

Figura 11: Corrego Floréncio.
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Figura 12: Poco artesiano.
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Figura 13: Lagoa da Cotochés.

Figura 14: Corrego Lavapés.

Figura 15: Vala 1.
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Figura 16: Lagoa Nova.
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Figura 17: Corguinho.

Figura 18: VVala da Bomba.
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3.3 - Exame dos moluscos
3.3.1 - Por exposicao a luz artificial
Apds mensuracdo, os moluscos foram colocados, individualmente, em recipientes de
vidro contendo agua desclorada e aquecida a 28°C, e expostos a luz artificial por 30 a 40
minutos. Decorrido esse periodo, os moluscos foram examinados com o auxilio de
microscopio estereoscopico, para verificar a presenca de cercérias. A taxa de infecgédo foi

calculada utilizando a seguinte férmula:

. 3 100 x n° de moluscos positivos
Taxa de infec¢édo =

Total de moluscos examinados

3.3.2 - Por esmagamento

Os moluscos que estavam negativos pelo exame de exposicao a luz foram esmagados
entre placas de vidro e examinados em microscopio estereoscopico para verificar a presenca

de esporocistos e/ou cercarias.

3.4 - Identificacdo morfoldgica

ApOls 0 exame por exposicao a luz artificial, uma amostra de cinco moluscos coletados
em cada colecdo hidrica foi separada para estudos morfologicos. Estes foram anestesiados,
sacrificados e um fragmento da regido cefalopodal foi retirado para extracdo de DNA e
utilizagdo nos estudos moleculares. O restante do corpo foi estocado no fixador de Haillet-
Henry e a concha em frascos com algoddo. A identificacdo morfoldgica foi realizada com
base na comparacdo dos caracteres da concha, aparelho reprodutor masculino e feminino, e do
sistema excretor, conforme estabelecido por Deslandes (1951) e Paraense (1975, 1981, 1984,
1988).

3.5 - Avaliacéo de suscetibilidade de B. tenagophila
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3.5.1 - Obtencéo de molusco F1
Exemplares coletados na Lagoa da Cotochés, Corrego Floréncio e Rio Vermelho foram
criados e mantidos, separadamente, no Moluscério Lobato Paraense do CPgRR para obtencao
da geracéo F1.

3.5.2 - Obtencdo das cepas SJ de S. mansoni

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss webster machos
e fémeas, com aproximadamente 40 dias de vida, criados no biotério do Centro de Pesquisas
René Rachou, nos quais foram inoculadas cercérias de S. mansoni da cepa SJ. Estes
camundongos foram sacrificados com éter, e seus figados triturados em liquidificador junto
com solucdo salina a 0,85%. Esta solucgéo foi transferida para um calice e mantida na auséncia
de luz por 30 minutos. Em seguida foram feitas lavagens sucessivas com agua desclorada até
a solucgéo ficar limpa. Desprezou-se 0 sobrenadante e o sedimento contendo os ovos foi
transferido para um baldo volumétrico escuro com extremidade clara contendo &gua
desclorada a 28°C, e exposto a luz artificial para eclosdo dos miracidios (Pellegrino & Katz
1968, modificado por Jannotti-Passos 1998).

3.5.3 - Infeccdo dos moluscos

Foram utilizados 100 exemplares de B. tenagophila da geracdo F1 provenientes de cada
uma das seguintes cole¢des hidricas: Lagoa da Cotochés, Cdrrego Floréncio e Rio Vermelho.
Estes moluscos foram expostos, individualmente, a 50 miracidios de S. mansoni da cepa SJ
proveniente de S&o José dos Campos e mantida no moluscario. Para este processo foram
utilizadas placas de cultura de células, com tampa, com 24 divisdes cilindricas e com
capacidade de 2,5 ml cada uma. Em cada divisao foi introduzido um molusco, medindo de 8 a
10 mm de didmetro e adicionado 2,5 ml de agua desclorada contendo 50 miracidios. Os
moluscos permaneceram em contato com os miracidios durante 4 horas sob luz artificial.
Posteriormente foram transferidos para aquarios que continham sistema de agua corrente,
aeracdo constante e temperatura de 27+1°C. Concomitantemente a estes experimentos, B.
glabrata provenientes da regido do Barreiro (Belo Horizonte - MG) e mantidas em
laboratdrio, foram infectadas utilizando 20 miracidios por molusco, para controle de
viabilidade dos miracidios. Também foram separados grupos de 30 moluscos da geracdo F1,

nédo infectados, de cada uma das diferentes localidades para controle de mortalidade. Exames
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por exposi¢cdo a luz artificial (de acordo com o procedimento citado no item 3.3.1) foram
realizados ap0s 30, 37 e 44 dias para verificar a presenca de cercérias de S. mansoni. Apds o
terceiro exame, aqueles individuos que ndo eliminaram cercérias, foram esmagados entre

placas de vidro (de acordo com o procedimento citado no item 3.3.2).

3.6 - Estudos moleculares
3.6.1 - Extracdo do DNA dos moluscos

A extracdo de DNA foi realizada utilizando o kit Wizard Genomic DNA Purification da
Promega (Vidigal et al. 2000). Inicialmente o fragmento do pé foi colocado em 200ul de
solucdo de lise nuclear e incubado por 12 a 16 horas com 50 mg/ml de proteinase K em
banho-maria a 37°C. Em seguida foram adicionados 80pl de solucéo de precipitacédo protéica.
Esse preparado foi submetido ao vortex e centrifugado a 13.000 rpm por 5 min. O
sobrenadante contendo o DNA foi transferido para outro tubo contendo 200ul de isopropanol
para precipitacdo do DNA que foi misturado por inverséo por 20 min e centrifugado a 13.000
rpm por 5 min. O DNA foi lavado com 300ul de etanol a 70%. O pellet foi tratado com 25pl
de solucdo de re-hidratacdo de DNA por 30 min a 37°C e estocado a -20°C.

3.6.2 - Identificacdo Molecular
Uma amostra de cinco moluscos coletados em cada ponto foi separada para realizacdo da
identificacdo molecular. Primeiro foi realizado o PCR especifico e em seguida a digestdo dos

fragmentos com a enzima Ddel para a producgéo dos perfis de restrigéo.

3.6.2.1 - PCR especifico

A amplificacdo da regido ITS foi realizada utilizando-se os iniciadores ETTS1 (5’-
TGCTTAAGTTCAGCGGGT-3") e ETTS2 (5-TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAA-3’)
(Kane e Rollinson 1994) homdlogos as extremidades conservadas 18S e 28S. A PCR, com um
volume total de 10 pl, consiste de 10-20 ng de DNA alvo, tampéo (1,5 mM MgCl2, 50 mM
KCI, 10mM Tris-HCI, pH 8,5), 200 uM de cada dNTP, 1,0 U de Tag-DNA polimerase (DNA
polimerase termoestavel da bactéria Thermus aquaticus) e 6,4 pmoles de cada iniciador. A
reacao foi coberta com uma gota de 6leo mineral e submetida aos ciclos de amplificacdo onde

a desnaturacdo inicial foi feita por 3 minutos a 95°C, seguida de 33 ciclos: anelamento a 54°C
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por 1 minuto, extensdo a 72°C por 2 minutos e desnaturacéo a 95°C por 45 segundos, e uma
extensdo final a 72°C por 5 minutos.
Todos os experimentos foram acrescidos de um controle negativo, sem adi¢cdo de DNA.

Trés microlitros do produto de amplificagcdo acrescentado de 3pl de tampéo de amostra foram

submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 6% e corados pela prata para observacao

do perfil dos produtos de PCR.

3.6.2.2 - Producdo dos perfis de restri¢do da regido ITS

Do produto de PCR, foi separado uma aliquota de 10pul adicionando-se 0,3ul da enzima
Ddel juntamente com 1,0ul de seu respectivo tampao, obtendo um volume final de 11,3p.
Este produto foi deixado por 3,5 horas a uma temperatura de 37°C. Em seguida foi adicionado
13ul de fenol-cloroférmio (1/1) e posteriormente centrifugado por 2 min. Apos transferir o
sobrenadante para outro tubo, 3ul do produto da digestdo acrescentado de 3ul de tampéo de
amostra foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 6% corados por nitrato de
prata. Os perfis obtidos foram comparados com os perfis ja descritos por Vidigal et al. (2000)

como caracteristicos da espécie.

3.6.3 - Estudo de variabilidade genética

Em todos os moluscos utilizados nos estudos de variabilidade genética, foram realizados
exames durante sete semanas consecutivas para verificacdo da presenga de cercarias de
trematodeos. Ao final dos exames, foram selecionados somente aqueles que nédo eliminaram
nenhum tipo de cercaria. Também foram utilizados neste estudo exemplares resistentes a
infeccdo pelo S. mansoni procedentes de Anchieta/ES e do Taim/RS mantidos no Moluscario
do CPgRR. Na Tabela 2 encontram-se as localidades, nimero de exemplares e 0s respectivos
codigos de todas as populacdes de B. tenagophila utilizadas neste estudo. Em todos os
experimentos de variabilidade genética foi adicionado 1 exemplar de B. t. guaibensis que

funcionou como grupo externo de comparacgéo.

Tabela 2: Localidades, numero de exemplares e cddigos das populacbes de
B.tenagophila utilizadas no estudo de variabilidade genética.
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N° de exemplares

Localidade Cddigo dos exemplares

utilizados
Taim (RS) 20 T01aT20
Lagoa da Cotochés (MG) 18 C01acC18
Corrego Floréncio (MG) 20 FO1 aF20
Rio Vermelho (MG) 19 RO1 a R19
Anchieta (ES) 16 A0l a Al6
3.6.3.1- RAPD

A variabilidade genética intra e interpopulacional dos moluscos foram avaliadas
utilizando a técnica de RAPD (Polimorfismo de DNA amplificado aleatoriamente). O
protocolo dessa técnica foi semelhante ao utilizado por Cardoso et al. (2006). Um teste de
reprodutibilidade foi realizado para assegurar que os produtos da amplificagdo mantinham-
se constantes independente do termociclador utilizado. Para esse teste, um “mix” da reacédo
da PCR foi distribuido em trés aliquotas contendo o mesmo DNA, os quais foram
processados em trés termocicladores diferentes e posteriormente aplicados em um mesmo
gel para comparacdo. Ndo foi observada variacdo entre as diferentes amostras. Foram
realizados testes com quatro iniciadores (3302, 3303, 3304 e 3307) para selecédo daqueles
que produzissem os perfis mais simples, de facil visualizacdo (nitidas e distinguiveis) e
reprodutiveis. Somente trés apresentaram perfis de amplificacdo satisfatorios: 3302 (5’
CTGATGCTAC 3%), 3304 (5 GCACTGTCA 3’) e 3307 (5 AGTGCTACGT 37).

O programa utilizado para a amplificagdo (Dias Neto et al. 1993) consistiu em 35 ciclos
de amplificacdo: desnaturacéo inicial a 95° C por 5 min, anelamento dos iniciadores a 30°C
por 2 min e extensdo a 72° C por 1 min; segundo ciclo foi idéntico ao primeiro, exceto pelo
tempo de desnaturacdo que foi alterado para 30 seg. Nos 33 ciclos subsegiientes, o tempo de
desnaturacdo manteve-se em 30 seg e a temperatura de anelamento alterada para 40° C; no
ultimo ciclo a temperatura de extensao foi alterada para 5 min. Em cada reacdo utilizou-se
sempre um controle negativo (sem adi¢cdo de DNA) para verificar a qualidade da reacdo. O
DNA dos individuos de uma mesma populacdo foram amplificados em uma mesma reacgéo e
visualizados em um mesmo gel sempre na mesma ordem independente do iniciador utilizado.
A fim de possibilitar comparacBes precisas entre os diferentes géis nas analises
interpopulacionais, quatro individuos de cada populacdo foram submetidos a uma mesma

reacdo de PCR e em seguida a uma mesma eletroforese para assegurar maior confiabilidade
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na comparacgao e no estabelecimento da presenca ou auséncia das bandas. Os resultados foram
visualizados utilizando eletroforese em géis de poliacrilamida a 6%, corados pela prata
(Santos et al. 1993). O tamanho das bandas foi determinado por comparagdo com um padrao
de peso molecular (Phi X 174 - Haelll). Os resultados foram registrados com camera digital
MAVICA da Sony.

Tabela 3: Protocolo utilizado na rea¢do de RAPD

Reagentes Concentragao
Iniciador 6,4 pmol
DNA molde 10a20ng
dNTPs 200 mM de dCTP, dATP, dGTP, dTTP
Taq DNA Polimerase (Promega) 1,0 unidade
Tampao (Promega) 20 mM de Tris-HCK pH 8; 100 mM de
KCL; 0,1 mM EDTA
MgCl, (Promega) 1,5 mM de MgCl,
Volume final 10 pl
Oleo Mineral 20 l

Os perfis de bandas gerados nos géis foram considerados para analise de distancia
genética entre os moluscos. Para calcular a distancia genética, os géis foram analisados
sobre um negatoscépio, onde as bandas de uma canaleta do gel foram comparadas com
todas as outras canaletas do mesmo gel. Foi construida uma matriz fenotipica composta de
zero e um, sendo zero correspondente a auséncia da banda e um a presenca. A matriz final
(todos os iniciadores) foi construida a partir de sub-matrizes obtidas para cada iniciador
separadamente. A distancia genética foi calculada usando o coeficiente de Nei & Li (1979).
Os dados foram agrupados pelo método de Neighbor-joining - NJ (Saitou & Nei 1987) e
utilizados para construcdo de uma arvore de distancia genética com o auxilio do programa
TREECON para Windows (Version 1.2 - Van de Peer & De Wachter 1994). Para confirmar
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a arvore gerada pelo NJ foi aplicado o método estatistico de “bootstrap” (Felsenstein 1985)

com 1.000 pseudo-replicacdes.
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4.1 - Levantamento malacoldgico

Foi constatada a ocorréncia de um grande numero de moluscos do género
Biomphalaria no distrito de Ravena. Entre as dez cole¢bes hidricas, em sete foram
encontrados moluscos: Rio Vermelho, Cérrego Floréncio, Poco artesiano, Lagoa da Cotoches,
Corrego Lavapés, Poco ao lado do cérrego Lavapés e Vala 1. Foram capturados um total de
3.451 exemplares. Na Tabela 4 pode-se observar o nimero de moluscos coletados de acordo

com a colecéo hidrica e 0 més.

4.2 - Exame de moluscos

Nenhum dos moluscos capturados em Ravena eliminou cercéria de S. mansoni (Figura
19A). Entretanto foi possivel constatar a presenca de cercarias de outros trematddeos (Tabela
3). Foram encontradas Cercaria caratinguensis (Strigeidae) (Figura 19B), Cercaria ocellifera
(Clinostomatidae) (Figura 19C), que possuem cauda bifurcada, e também Cercaria
macrogranulosa (Echinostomatidae) (Figura 19D), que n&o possui cauda bifurcada.

Um total de 73 moluscos da Lagoa da Cotochés e do Corrego Lavapés eliminaram
Cercaria caratinguensis. A Cercaria ocellifera foi encontrada em 88 moluscos da Lagoa da
Cotochés. Ja a Cercaria macrogranulosa foi encontrada em 19 exemplares da Lagoa da
Cotochés, Cérrego Floréncio, Corrego Lavapés e no Poco ao lado do corrego Lavapés. Os
exemplares da Lagoa da Cotochés também apresentaram 116 moluscos eliminando
concomitantemente Cercaria ocellifera e Cercaria caratinguensis. Entretanto, somente 1
exemplar do Cdrrego Lavapés eliminou concomitantemente Cercaria ocellifera e Cercaria

macrogranulosa (Tabela 5).
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Figura 19: Desenho ilustrativo das cercarias de S. mansoni (A) Fonte Ruiz 1953; Cercaria
macrogranulosa (B) Fonte: Ruiz 1952; Cercaria caratinguensis (C) Fonte: Ruiz 1953;

Cercaria ocellifera (D) Fonte: Ruiz 1953.
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Tabela 4: Numero de exemplares de Biomphalaria coletados de acordo com a colecéo hidrica e 0 més (2005).

Meés de coleta

Colecéo
. Janeiro Fevereiro Marco Abril Maio Junho
hidrica
Espécie N° Espécie N° Espécie N° Espécie N° Espécie N° Espécie N° TOTAL
Lagoa da . . . . . :
Cotoché B. tenagophila | 271 | B. tenagophila | 219 | B. tenagophila | 354 | B. tenagophila | 144 | B. tenagophila | 192 | B.tenagophila | 459 1639
otochés
Cdrrego . . . . . :
Florénci B. tenagophila | 514 | B. tenagophila | 464 | B.tenagophila | 161 | B.tenagophila | 109 | B.tenagophila | 65 | B.tenagophila | 54 1367
oréncio
Rio Vermelho | B.tenagophila | 05 | B.tenagophila | 02 - - - - B. tenagophila | 44 | B.tenagophila | 33 84
Vala 1 - - - - - - - - - - B. tenagophila | 04 04
Corrego
] B. glabrata 12 B. glabrata 43 B. glabrata 26 B. glabrata 06 B. glabrata 97 B. glabrata 116 300
Lavapes
Poco ao lado do
i ] B. glabrata 26 B. glabrata 15 B. glabrata 03 - - B. glabrata 01 B. glabrata 01 46
corrego Lavapés
Poco artesiano B. glabrata 06 B. glabrata 04 - - - - B. glabrata 01 - - 11
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Tabela 5: Tipos de cercarias encontradas durante o exame dos moluscos coletados em Ravena.

Moluscos
Criadouro Tipo de cercaria encontrada
Espécie N°
70 Cercaria caratinguensis
. . 88 Cercaria ocellifera
Lagoa da Cotoches B. tenagophila 116 Cercaria ocellifera e Cercaria caratinguensis
01 Cercaria macrogranulosa
Cérrego Floréncio B. tenagophila 12 Cercaria macrogranulosa
Rio Vermelho - - -
Vala l - - -
03 Cercaria caratinguensis
Corrego Lavapés B. glabrata 01 Cercaria macrogranulosa
01 Cercaria macrogranulosa e Cercaria ocellifera
Pogo a0 lado do corrego B. glabrata 05 Cercaria macrogranulosa

Lavapés

Poco artesiano
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4.3 - Identificacdo morfologica

Através da comparacdo dos caracteres da concha, aparelho reprodutor masculino e
feminino, e do sistema excretor, conforme estabelecido por Deslandes (1951) e Paraense
(1975, 1981, 1984, 1988) foram identificadas duas espécies: B. glabrata e B. tenagophila.
Entre os 3.451 espécimes coletados, 357 foram identificadas como B. glabrata e 3.094 como

B. tenagophila.

4.4 - Identificagcdo molecular

A amplificacdo da regido espacadora transcrita interna (ITS) do gene do RNA
ribossomal utilizando os iniciadores ETTS1 (5’-GCTTAAGTTCAGCGGGT-3’) e ETTS2
(5-TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAA-3’) (Kane & Rollinson 1994) gerou fragmentos de
aproximadamente 1300 pb para todos os espécimes de Biomphalaria analisados. Apds a
restricdo deste fragmento com a enzima Ddel os perfis obtidos foram correspondentes a B.
glabrata e B. tenagophila de acordo com o diagrama elaborado por Vidigal et al. (2000). Os
exemplares de B. tenagophila apresentaram um perfil de restricio com 2 fragmentos de
aproximadamente 800 e 470 pb e os exemplares de B. glabrata apresentaram um perfil de

restricdo com 3 fragmentos de aproximadamente 500, 220 e 80 pb (Figura 20).
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Figura 20: Gel de poliacrilamida 6% mostrando o perfis de PCR-RFLP obtidos pela digestdo
da regido ITS de DNAr com a enzima Ddel dos moluscos provenientes do sete pontos de
coleta em Ravena (Sabara-MG). Canaletas 1 e 2: Lagoa da Cotochés; Canaletas 3 e 4:
Corrego Floréncio; Canaletas 5 e 6: Rio Vermelho; Canaletas 7 e 8: Vala 1; Canaletas 9 e 10:
Corrego Lavapés; Canaletas 11 e 12: Poco ao lado do Corrego Lavapés; Canaletas 13 e 14:

Poco artesiano.
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4.5 - Infecgéo experimental

Os individuos da geracdo F1 provenientes de trés diferentes pontos de coleta foram
submetidos a infeccdo, como descrito no item 3.5.3. Como podemos observar na Tabela 6, 0s
exemplares de B. tenagophila dos trés pontos mostraram-se suscetiveis a cepa SJ de S.
mansoni. As taxas de infeccdo foram de 5% para a Lagoa da Cotoches, 3,8% para o Corrego

Floréncio, 4% para o Rio Vermelho e 81,6% para B. glabrata - grupo controle - Barreiro.

43



Resultados Dissertagdo de Mestrado

Tabela 6: Infecc@o experimental de B. tenagophila utilizando miracidios de S. mansoni da cepa SJ.

L . N° de moluscos . N° de miracidios/ ~ N° de moluscos N° de moluscos
Colecéo hidrica Espécie Diametro (mm) ) . % de infeccdo
expostos molusco sobreviventes positivos
Lagoa da Cotochés B. tenagophila 100 8-10 50 99 5 5,0
Lagoa da Cotochés .
B. tenagophila 30 8-10 - 28 - -
(controle)
Corrego Floréncio B. tenagophila 100 8-10 50 78 3 3,8
Cérrego Floréncio ]
B. tenagophila 30 8-10 - 27 - -
(controle)
Rio Vermelho B. tenagophila 100 8-10 50 99 4 4,0
Rio Vermelho )
B. tenagophila 30 8-10 - 21 - -
(controle)
Barreiro B. glabrata 100 8-10 20 38 31 81,6
Barreiro
B. glabrata 30 8-10 - 28 - -
(controle)
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4.5 — Variabilidade genética
4.5.1 - Intrapopulacional

Os trés iniciadores utilizados (3302, 3304 e 3307) produziram um total de 54
marcadores analisdveis para B. tenagophila de Taim/RS, 40 para os da Lagoa da
Cotochés/MG, 43 para os do Corrego Floréncio/MG, 41 para os do Rio Vermelho/MG e 39
para os de Anchieta/ES, com tamanhos que variaram de 310 a 872 pares de base (Figuras 21,
22, 23, 24, e 25). O numero de bandas analisadas variou de acordo com o iniciador. O
iniciador que produziu maior variagdo foi 0 3307, com 47% de bandas polimorficas (Tabelas
7,8e9).

Tabela 7: Populacdo estudada, nimero de bandas analisadas, bandas polimorficas, bandas

monomorficas e tamanho dos fragmentos produzidos pelo iniciador 3302.

Bandas
Populagdo e -
. Polimorficas Monomoarficas
Analisadas (%) (%) Tamanho (pb)
Taim/RS 16 1(6) 15(94) 310a872
Lagoa da 13 3(23) 10(77) 310 a 872
Cotochés/MG
Corrego
Eloréncio/MG 14 0 14(100) 310a 872
Rio
vermelho/MG 12 3(25) 9(75) 310a872
Anchieta/ES 14 4(29) 10(71) 350 a872
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Tabela 8: Populacdo estudada, nimero de bandas analisadas, bandas polimérficas, bandas

monomorficas e tamanho dos fragmentos produzidos pelo iniciador 3304.

Bandas
Populagdo o -
. Polimorficas Monomorficas
Analisadas (%) (%) Tamanho (pb)

Taim/RS 19 3(16) 16(84) 310a872

Lagoa da 12 2(17) 10(83) 310 a 800
Cotochés/MG

Corrego

Floréncio/MG 16 0 16(100) 310a872

Rio 15 1(7) 14(93) 310 2 872
Vermelho/MG

Anchieta/ES 11 1(9) 10(91) 350 a 872

Tabela 9: Populacdo estudada, nimero de bandas analisadas, bandas polimorficas, bandas

monomorficas e tamanho dos fragmentos produzidos pelo iniciador 3307.

Bandas
Populagdo e -
. Polimorficas Monomorficas
Analisadas % % Tamanho (pb)
Taim/RS 19 9(47) 10(53) 400 a 872
Lagoa da 15 6(40) 9(60) 310 a 800
Cotochés/MG
Corrego
Floréncio/MG 13 3(23) 10(77) 310a872
Rio
Vermelho/MG 14 4(29) 10(71) 310a 872
Anchieta/ES 14 4(31) 10(69) 350 a 872
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Figura 21: Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata mostrando os perfis de RAPD
obtidos pelos iniciadores 3302 (A), 3304 (B) e 3307 (C), respectivamente, de 20 individuos
de B. tenagophila do Taim/RS. Na canaleta 21 encontra-se o grupo externo (B. t.

guaibensis). Marcadores de peso molecular estdo mostrados a esquerda (Phi X 174).
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Figura 22: Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata mostrando os perfis de RAPD obtidos
pelos iniciadores 3302 (A), 3304 (B) e 3307 (C), respectivamente, de 18 individuos de B.
tenagophila da Lagoa da Cotochés/MG. Na canaleta 19 encontra-se o grupo externo (B. t.
guaibensis). Marcadores de peso molecular estdo mostrados a esquerda (Phi X 174).
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Figura 23: Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata mostrando os perfis de RAPD
obtidos pelos iniciadores 3302 (A), 3304 (B) e 3307 (C), respectivamente, de 20 individuos
de B. tenagophila do Corrego Floréncio/MG. Na canaleta 21 encontra-se 0 grupo externo
(B. t. guaibensis). Marcadores de peso molecular estdo mostrados a esquerda (Phi X 174).
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Figura 24: Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata mostrando os perfis de RAPD
obtidos pelos iniciadores 3302 (A), 3304 (B) e 3307 (C), respectivamente, de 19 individuos
de B. tenagophila do Rio Vermelho/MG. Na canaleta 20 encontra-se o grupo externo (B. t.
guaibensis). Marcadores de peso molecular estdo mostrados a esquerda (Phi X 174).
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Figura 25: Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata mostrando os perfis de RAPD
obtidos pelos iniciadores 3302 (A), 3304 (B) e 3307 (C), respectivamente, de 16 individuos
de B. tenagophila de Anchieta/ES. Na canaleta 17 encontra-se o grupo externo (B. t.
guaibensis). Marcadores de peso molecular estdo mostrados a esquerda (Phi X 174).
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4.5.2 - Interpopulacional

Os trés iniciadores produziram um total de 42 marcadores analisaveis, com tamanhos
que variaram de 310 a 872 pares de base. O nimero de bandas analisadas variou de acordo
com o iniciador, sendo 0 que produziu maior variacdo foi o 3307, com 50% de bandas
polimorficas (Tabela 10). As Figuras 26, 27 e 28 mostram os produtos de amplificacdo de
quatro exemplares de cada populacdo de B. tenagophila obtidos, respectivamente, com o0s
iniciadores 3302, 3304 e 3307.

Tabela 10: Numero de bandas analisadas, bandas polimdrficas, bandas monomorficas e

tamanho dos fragmentos produzidos pelos iniciadores 3302, 3304 e 3307 respectivamente.

Bandas
Iniciador
Analisadas | Polimoérficas | Monomodrficas Tamanho (pb)
(%) (%) P
3302 10 3(30) 7(70) 370a 872
3304 16 7(44) 9(56) 3102872
3307 16 8(50) 8(50) 310a 872
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Figura 26: Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata mostrando os perfis de RAPD obtidos
pelo iniciador 3302 de 20 individuos de B. tenagophila. Canaletas 1 a 4: exemplares do
Taim/RS; 5 a 8: exemplares da Lagoa da Cotochés, Ravena/MG; 9 a 12: exemplares do
Corrego Floréncio, Ravena/MG; 13 a 16: exemplares do Rio Vermelho, Ravena/MG; 17 a 20:
exemplares de Anchieta/ES. Na canaleta 21 encontra-se 0 grupo externo (B. t. guaibensis).

Marcadores de peso molecular estdo mostrados a esquerda (Phi X 174).

0—> Banda ausente somente nos individuos da populacdo do Taim/RS.
x—»  Banda presente somente nos individuos da populagéo do Taim/RS.
0—> Banda ausente somente nos individuos da populacdo de Anchieta/ES.
x—>  Banda presente somente nos individuos da populacdo de Anchieta/ES.
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Figura 27: Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata mostrando os perfis de RAPD obtidos
pelo iniciador 3304 de 20 individuos de B. tenagophila. Canaletas 1 a 4: exemplares do
Taim/RS; 5 a 8: exemplares da Lagoa da Cotochés, Ravena/MG; 9 a 12: exemplares do
Corrego Floréncio, Ravena/MG; 13 a 16: exemplares do Rio Vermelho, Ravena/MG; 17 a 20:
exemplares de Anchieta/ES. Na canaleta 21 encontra-se 0 grupo externo (B. t. guaibensis).

Marcadores de peso molecular estdo mostrados a esquerda (Phi X 174).

Banda ausente somente nos individuos da populacdo do Taim/RS.

—>
X—»  Banda presente somente nos individuos da populacdo do Taim/RS.
0—>  Banda ausente somente nos individuos da populacdo de Anchieta/ES.
xX—»

Banda presente somente nos individuos da populacdo de Anchieta/ES.
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Figura 28: Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata mostrando os perfis de RAPD obtidos
pelo iniciador 3307 de 20 individuos de B. tenagophila. Canaletas 1 a 4: exemplares do
Taim/RS; 5 a 8: exemplares da Lagoa da Cotochés, Ravena/MG; 9 a 12: exemplares do
Corrego Floréncio, Ravena/MG; 13 a 16: exemplares do Rio Vermelho, Ravena/MG; 17 a 20:
exemplares de Anchieta/ES. Na canaleta 21 encontra-se 0 grupo externo (B. t. guaibensis).

Marcadores de peso molecular estdo mostrados a esquerda (Phi X 174).

Banda ausente somente nos individuos da populacdo do Taim/RS.
Banda presente somente nos individuos da populacéo do Taim/RS.

Banda ausente somente nos individuos da populagdo de Anchieta/ES.

FIIT

Banda presente somente nos individuos da populacdo de Anchieta/ES.
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A partir dos padrdes de bandeamento das Figuras 26, 27 e 28, foi construido um
dendograma para visualizacdo da distancia genética entre as diferentes populacdes (Figura
29). Também foram construidos dendogramas intrapopulacionais, entretanto estes ndo serdo

mostrados uma vez que todos os individuos agruparam-se em um mesmo ramo.

. Distancia 0.1
| |
RO05
RO1
R13
CO05
Cco1
FO1
99 ﬁ Al3
100 100, A09
10@ AO05
A01

B.t. guaib

Figura 29: Dendograma Neighbor-Joining obtido a partir da analise dos perfis de RAPD das
polulacdoes de B. tenagophila do Taim/RS (T01, T05, TO9 e T13), de Anchieta/ES (A01,
A05, A09 e A13), do Corrego Floréncio/MG (F01, F05, F09 e F13), da Lagoa da
Cotochés/MG (C01, CO05, C09 e C13) e do Rio Vermelho/MG (R01, R0O5, R09 e R13)
produzidos com os iniciadores 3302, 3304 e 3307. Os numeros sdo valores de bootstrap
(porcentagem) baseado em 1000 pseudo-replicacbes. A distancia genética foi calculada
usando o coeficiente de Nei & Li (1979).
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5 - DISCUSSAO
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O distrito de Ravena pertence ao municipio de Sabara, MG, e fica situado a 30 km de
Belo Horizonte, as margens da BR262. Na regido, existem diversos sitios e pousadas que
servem de lazer, nos finais de semana, para pessoas que moram nas proximidades. De fato, a
proximidade da capital e a facilidade de acesso, fazem com que este distrito seja muito
procurado como &rea de turismo. Muitos desses sitios e pousadas estdo localizados as
margens de colecdes hidricas, onde desembocam esgotos €, em alguns, existem piscinas que
sdo abastecidas com 4gua bombeada destas cole¢des. Assim, hospedeiros intermediarios do S.
mansoni presentes nessas colecdes, podem ser introduzidos acidentalmente nestas piscinas e,
caso estejam infectados, podem fechar o ciclo do parasito.

A éarea urbana do distrito é subdividida em trés localidades: Ravendpolis, Ravena e
Lavapés, possuindo um total de 2.293 habitantes, de acordo com o ultimo censo do IBGE
realizado no ano 2000. Em 1980, Coura-Filho et al. (1995) realizaram um trabalho sobre os
determinantes ambientais da esquistossomose mansoni na area urbana, onde a prevaléncia da
doenca foi de 36,7%. Na época, a populacdo era de 1.174 habitantes. Os determinantes de
risco identificados para a transmissdo da doenca estavam relacionados aos habitos de nadar e
pescar em corregos e clubes recreativos localizados nos arredores. Neste mesmo ano, apés a
instalacdo do servico de agua tratada pela COPASA em 90% das residéncias, foram iniciados
tratamentos quadrienais da populacdo parasitada (em 1980, 1984, 1988 e 1995) (Coura-Filho
et al. 1996). No decorrer do estudo, foi observada uma reducéo da prevaléncia para 11,5%.

No presente trabalho foi possivel verificar, inicialmente, uma diminui¢do do nimero
de colecdes hidricas pesquisadas de 15 para oito em relacdo ao estudo feito em 1980 (Coura-
Filho et al. 1996). Numa dessas colecdes que era foco da esquistossomose (cOrrego
Ravendpolis), foram construidas diversas casas, refletindo o crescimento da populagédo urbana
no distrito, que praticamente duplicou nos Ultimos 25 anos. Nas oito colec¢Ges re-visitadas no
presente estudo, em sete havia sido registrada a presenca de moluscos do género
Biomphalaria em 1980 (Coura-Filho et al. 1996). Apesar da diminuicdo do numero de
colecdes hidricas, foi registrada a presenca de Biomphalaria em duas cole¢des que em 1980,
ndo haviam sido encontrados: Cérrego Floréncio e Vala 1. Nessa Gltima, somente foram
encontrados exemplares de Biomphalaria no ultimo més de coleta, pois esta vala estava seca
durante os meses anteriores. Neste trabalho duas novas cole¢des hidricas foram adicionadas,
denominada Poco ao Lado do Corrego Lavapés e Lagoa Nova, esta Ultima construida

recentemente por um morador dentro de sua propriedade.
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Durante o levantamento malacologico realizado de maio a outubro/1980, foram
coletados 8.989 espécimes do género Biomphalaria, sendo 3.812 exemplares de B. glabrata
em 12 cole¢des hidricas e 5.177 de B. tenagophila em um dnico curso de &gua. No presente
estudo, no qual as coletas foram realizadas de janeiro a junho/2005, foram coletados 3.451
exemplares de bionfalarias, sendo 357 B. glabrata em trés colecbes hidricas (Corrego
Lavapes, Poco Artesiano e Poco ao lado do Corrego Lavapés) e 3.094 B. tenagophila em
quatro (Lagoa da Cotochés, Corrego Floréncio, Rio Vermelho e Vala 1). A diminui¢do do
nimero de moluscos, em relacdo a 1980, pode ser conseqiiéncia de varios fatores, entre 0s
quais podemos citar a reducdo no numero de criadouros de 15 para 10 e, as coletas terem sido
realizadas em diferentes épocas do ano. De fato, neste trabalho as coletas foram realizadas no
periodo de janeiro a junho de 2005 em que 0s trés primeiros meses corresponderam a estacao
chuvosa com indice de precipitacdo pluviométrica acima de 150 mm (Figura 30). Em estudo
realizado no estado de Pernambuco, Pinotti et al. (1980) relatam que a maior quantidade de
planorbideos podia ser verificada apds o término das estacdes chuvosas com um periodo,
entre setembro e dezembro, no qual se observou um aumento populacional. Estes autores
verificaram ainda que os picos populacionais destes planorbideos ocorreram quando o0s
indices pluviométricos encontravam-se abaixo de 100 mm (Figura 31).

Estes dados podem explicar o porqué do encontro de um maior nimero de moluscos
em 1980, ocasido em que as coletas foram realizadas no periodo de maio a outubro. De fato,
neste periodo o indice pluviométrico manteve-se abaixo de 50 mm (Figura 32). Podemos
ainda verificar que em abril de 1980, um més antes do inicio das coletas, foi registrado um
indice acima de 200 mm, anormal para este més (Figura 30) em compara¢do com o esperado

(curva normal climatoldgica de 1961 até 1990).
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Figura 30: Dados pluviométricos de Belo Horizonte (2005).
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Figura 32: Dados pluviométricos de Belo Horizonte (1980)

Foi possivel observar também que a B. tenagophila ampliou sua area de ocorréncia,
uma vez que esta sO ocorria em uma Unica colecdo hidrica (vala que ndo existe mais) e
atualmente esta presente em quatro colecGes diferentes. O transporte passivo pelas correntes
d’agua pode ter ocorrido, uma vez que este representa 0 modo mais freqliente de dispersdo
dos planorbideos, principalmente nas épocas de chuvas e inundagdes (Paraense 1970). A
dispersdo de moluscos também pode ser verificada passivamente, por meio de distribuicdo de
peixes, plantas aquaticas ou por transporte de ovos e/ou moluscos por passaros e mamiferos
(Corréa et al. 1970, 1980, Araljo & Santos 1982, Madsen & Frandsen 1989, Guimaraes et al.
1990).

B. tenagophila foi encontrada em duas hidricas anteriormente habitadas por B.
glabrata: Lagoa da Cotochés e Rio Vermelho. Observacdes semelhantes ja haviam sido
relatadas por outros autores. Paraense (1970) observou que uma populagéo de B. tenagophila
proveniente de S&o Paulo e introduzida em uma lagoa do bairro Baleia em Belo Horizonte,
MG, substituiu em cerca de cinco anos uma populacdo autoctone de B. glabrata.

Observacdes semelhantes com B. straminea também foram feitas, onde esta espécie deslocou
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B. glabrata em laboratdrio (Michelson e Dubois 1979) e também no campo, nos arredores de
Recife, PE (Barbosa 1973). Kawazoe et al. (1980) também relatou que, num periodo de cinco
anos, houve uma substituicdo de B. glabrata por B. tenagophila em um criadouro no
municipio de Ourinhos, SP. Na Lagoa da Pampulha em Belo Horizonte, MG, foi relatada pela
primeira vez a ocorréncia de B. tenagophila por Milward-de-Andrade em 1972 onde
anteriormente sé havia B. glabrata. A partir de entdo, esta espécie foi continuamente sendo
encontrada no local (Carvalho et al. 1975, Carvalho et al. 1985, Milward-de-Andrade e
Carvalho 1978, Guimardes 1978, Carvalho e Guimardes 1984). O contrério ocorreu em
Manguinhos, na cidade do Rio de Janeiro, onde Paraense (1970) relata que uma col6nia de B.
glabrata foi introduzida acidentalmente em 1917, em um criadouro de B. tenagophila, e
excluiu a espécie autoctone daquele local. Esse autor levanta a hipOtese da exclusdo
competitiva e sugere ainda que esta deva ser levada em conta como um dos fatores que
influenciam a distribuicdo das popula¢Ges hospedeiras intermediarias do S. mansoni. N&o
podemos excluir também a possibilidade de identificacdo equivocada dos moluscos coletados
em 1980, uma vez que a identificagcdo destes foi realizada utilizando apenas os caracteres
morfol6gicos da concha.

De fato, a sistematica classica desses moluscos baseia-se principalmente nos
caracteres morfologicos da concha, aparelho reprodutor masculino e feminino e também do
sistema excretor, conforme estabelecido por Deslandes (1951) e Paraense (1975, 1981, 1984,
1988). Entretanto, a identificagéo pode ser dificultada pela grande variagcdo observada nesses
caracteres devido ao seu estado de distensdo no momento da fixagdo (Paraense 1975) ou
também a variacGes morfoldgicas intraespecificas (Paraense 1966). Em decorréncia disso, foi
elaborado a partir da técnica de PCR-RFLP direcionada para a regido ITS do DNAr um
diagrama esquematico com o perfil especifico para as 10 espécies e uma subespécie do género
Biomphalaria existentes no Brasil (Vidigal et al. 2000). Esse diagrama, vem sendo utilizado
com sucesso, rotineiramente, para identificacdo destes moluscos no Laboratério de Referéncia
Nacional para identificacdo de moluscos deste género. De fato, Paraense (2003) comenta que
tanto a taxonomia morfologica quanto a molecular, atingem satisfatoriamente o mesmo
objetivo, desde que aplicadas corretamente. Este autor afirma ainda que a taxonomia
molecular pode ser superior a morfologica quando a segunda limita-se aos caracteres da
concha, que estdo sujeitos a diversas variagbes. Moritz & Hillis (1996) sugerem que a
abordagem molecular pode ser atil em situages em que as variagdes morfoldgicas sdo

limitadas. Esses autores ressaltam ainda que estudos que incorporam os dois tipos de analise
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podem gerar dados que permitam a melhor interpretacdo e compreensdo da diversidade
bioldgica dos organismos em estudo. No entanto, é importante reconhecer que cada método
tem suas vantagens e desvantagens. Portanto, todos os moluscos utilizados neste estudo foram
identificados pelos caracteres morfoldgicos e pela PCR-RFLP direcionada para a regido ITS
do DNAr como B. glabrata e B. tenagophila.

Quanto a infeccdo pelo S. mansoni, em 1980, Coura-Filho et al. (1995) verificaram
uma taxa de 1,5% de B. glabrata positivas, entretanto ndo observaram nenhum exemplar de
B. tenagophila infectada. Com isto, Carvalho & Souza (1980) realizaram um estudo de
suscetibilidade utilizando exemplares de B. tenagophila provenientes de Ravena/MG. Esses
autores registraram uma taxa de infeccdo de 5% utilizando 200 miracidios da cepa LE de S.
mansoni. Entretanto, Souza et al. (1983) encontraram resultados diferentes, pois néo
conseguiram infecgdo dos moluscos quando esses foram desafiados com trés diferentes cepas
(SJ, proveniente de Sdo José dos Campos; LE, proveniente de Belo Horizonte; e SS,
proveniente de Ravena), utilizando de 50 a 100 miracidios por molusco. Em virtude das
divergéncias obtidas anteriormente, no presente estudo, testes de suscetibilidade foram
realizados em B. tenagophila de trés pontos diferentes do distrito. Utilizou-se a cepa SJ,
devido a sua maior compatibilidade a B. tenagophila (Carvalho et al. 1979, Corréa et al.1979,
Paraense & Corréa 1963, Santos et al. 1979, Souza et al. 1983, 1987, 1995).

As taxas de infeccdo para os exemplares de B. tenagophila de Ravena, utilizando 50
miracidios por molusco, foram de 5%, 3,8% e 4% para a Lagoa da Cotochés, o Cdorrego
Floréncio e o Rio Vermelho, respectivamente, com uma média de 4,3%. Apesar destes
numeros, houve aumento da suscetibilidade dessa espécie na regido em compara¢do com 0S
estudos acima citados. Carvalho & Souza (1980) mesmo testando 50, 100 e 150 miracidios
por molusco, somente obtiveram uma taxa de infecgdo de 5% quando aumentaram o ndmero
de miracidios para 200 e Souza et al. (1983) ndo conseguiram infeccdo, mesmo utilizando trés
cepas diferentes em quantidades que chegaram a 100 miracidios por molusco. A taxa de
infeccdo destes moluscos, encontrada por Carvalho & Souza (1980) e também no presente
trabalho, ainda sim é baixa quando comparada com estudos anteriores (Paraense & Corréa
1978, Rosa et al. 2005, Souza et al. 1983, 1987, 1995).

Apesar de nenhum dos moluscos coletados em Ravena ter eliminado cercaria de S.
mansoni, foi possivel constatar a presenca de cercarias de outros trematddeos parasitas ndo
humanos que também completam seus ciclos em moluscos de diversos géneros (Souza et al.
1998). Em 297 moluscos (B. tenagophila e B. glabrata) foram encontradas Cercaria

caratinguensis, Cercaria ocellifera, que possuem cauda bifurcada, e também Cercaria
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macrogranulosa, que nao possui cauda bifurcada. Dentre este total de moluscos que
eliminaram cercéarias, um nimero de 73 provenientes da Lagoa da Cotochés e do Cdrrego
Lavapés eliminaram Cercaria caratinguensis e 88 da Lagoa da Cotochés eliminaram
Cercaria ocellifera. A Cercaria macrogranulosa foi encontrada em um exemplar da Lagoa da
Cotochés, 12 do Corrego Floréncio, um do Cdrrego Lavapés e cinco do Poco ao lado do
corrego Lavapés. Os exempleres da Lagoa da Cotochés também apresentaram 116 moluscos
eliminando concomitantemente Cercaria ocellifera e Cercaria caratinguensis. Entretanto,
somente um exemplar do Corrego Lavapeés eliminou concomitantemente Cercaria ocellifera e
Cercaria macrogranulosa. Moluscos do género Biomphalaria provenientes do campo ja
foram anteriormente encontrados naturalmente infectados com estas cercérias. Souza et al.
(1998) durante um levantamento malacoldgico realizado em 13 municipios da microrregido
de Belo Horizonte, MG, encontraram Cercaria caratinguensis, Cercaria ocellifera e Cercaria
macrogranulosa em B. glabrata e B. tenagophila. Espindola et al. (1992), estudando oito
localidades de Santa Catarina, também verificaram a presenca de Cercaria ocellifera e
Cercaria caratinguensis em B. tenagophila. Milward-Andrade (1965) examinando B.
glabrata de Belo Horizonte também verificou a presenca de Cercaria macrogranulosa nestes
moluscos. O conhecimento da ocorréncia de cercarias de outros trematédeos nos moluscos do
género Biomphalaria e a sua correta identificacdo séo fatores de grande importancia para que
estas ndo sejam confundidas com as de S. mansoni, principalmente aquelas de calda
bifurcada. Uma identificacdo incorreta dessas cercarias pode levar ao relato de um falso foco
de esquistossomose.

Concluida a identificacdo e o exame dos moluscos coletados, foram iniciados os
estudos de variabilidade genética utilizando a técnica de RAPD. Essa metodologia foi
empregada com o intuito de avaliar a variabilidade genética inter e intapopulacional dos
moluscos coletados nas trés localidades de Ravena/MG (Ravena, Ravenopolis e Lava-pés) e
compara-los a duas outras populacdes de B. tenagophila oriundas de Taim/RS e Anchieta/ES.
A populacdo do Taim tem se mostrado refrataria ao S. mansoni durante mais de 20 anos. Esta
cepa foi coletada pelo Professor José Rabelo Freitas (UFMG) e por varias vezes foi desafiada
com diversas quantidades das diferentes cepas de S. mansoni. Entretanto, ap0s varias visitas
ao primeiro local da coleta, ainda ndo foi encontrado nenhum exemplar desta espécie. As
unicas linhagens existentes estdo no moluscario Lobato Paraense do CPgRR e no GIDE
(Grupo Interdepartamental de Estudos sobre Esquistossomose) que fica localizado na UFMG
em Belo Horizonte, MG. A populagdo de Anchieta/ES foi coletada em Novembro de 2004 e

obtidos moluscos da geracdo F1 para exposic¢ao a 50 miracidios da cepa SJ e 50 da cepa LE
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de S. mansoni. Dos 200 moluscos desafiados (100/cepa) nenhum se mostrou suscetivel ao S.
mansoni. Novos estudos serdo realizados para confirmar esses achados, entretanto, pelas
observagdes de varios autores (Lewis et al. 2003, Paraense & Corréa 1978, Souza et al. 1983,
1995, Zuim et al. 2005) o numero de 50 miracidios é suficiente para infectar B. tenagophila.
Ademais, foram utilizados como controle para verificagdo da eficiéncia dos miracidios, 200
exemplares de B. glabrata (100/cepa) que apresentaram mais de 90% de infec¢do. Além da
escolha dessas duas populagdes, foi utilizado um exemplar de B. tenagophila guaibensis
como grupo externo de comparacio (outgroup). E de fundamental importancia uma escolha
correta do outgroup, pois a maioria dos programas que produzem dendogramas geram arvores
sem raiz (unrooted tree), isto €, sem polarizacdo dos ramos. Porém, a defini¢do de uma raiz é
importante para que os OTUs tenham um direcionamento para se agruparem. Como um
método de definicdo de “raiz” inclui-se um ou mais taxa considerados como fora de um
suposto grupo monofilético, esses taxa sdo denominados outgroup (referéncia externa).
Entretanto, a escolha de um outgroup inadequado pode gerar erros na analise se este for muito
distante do grupo em estudo. Em virtude disso, B. t. guaibensis foi escolhida como outgroup,
pois é a unica subespécie do género. Esta subespécie é praticamente indistinguivel de B.
tenagophila pela maioria dos caracteres morfoldgicos (Paraense 1984). Ambas sdo muito
similares a B. occidentalis (Paraense 1981), entretanto somente a B. t. tenagophila € suscetivel
ao S. mansoni (Paraense e & Corréa 1987). Foi demonstrado por Spatz et al. (1998, 1999),
que B. tenagophila tenagophila, B. tenagophila guaibensis e B. occidentalis possuem uma
alta similaridade genética e sugeriram o agrupamento dessas espécies em um complexo
denominado complexo B. tenagophila. Estes autores sugeriram ainda que a subespécie B. t.
guaibensis esta mais relacionada a B. occidentalis do que a B. t. tenagophila.

No estudo de variabilidade genética intrapopulacional, os trés iniciadores produziram
um total de 44 marcadores analisdveis para os moluscos do Taim/RS, 40 para os da Lagoa da
Cotochés/MG, 43 para os do Corrego Floréncio, 41 para os do Rio Vermelho e 38 para os de
Anchieta, com tamanhos que variaram de 310 a 872 pares de base. O nimero de bandas
analisadas variou de acordo com o iniciador. Aquele que produziu maior variag¢ao foi o 3307,
com 47% de bandas polimoérficas. Apesar dessa porcentagem, a maioria das bandas
polimorficas encontradas refletiam a auséncia de uma banda em um ou outro individuo. Com
isso, 0s dados obtidos com os trés iniciadores mostraram um perfil de bandeamento muito
semelhante, e o percentual médio de bandas compartilhadas entre os exemplares da mesma
localidade foi de 93%, 73%, 93%, 80% e 79% para as popula¢des do Taim/RS, Lagoa da

65



Discussdo Dissertagdo de Mestrado

Cotochés/MG, Cérrego Floréncio, Rio Vermelho e Anchieta, respectivamente. Vidigal et al.
(1994) estudando B. glabrata de vérias localidades do Brasil atraves da técnica de RAPD,
também encontraram uma baixa variabilidade intrapopulacional. Em estudo semelhante,
Campos et al. (2002) estudando B. glabrata de oito localidades do Brasil através da técnica de
PCR ancorado a repeticdes de sequéncias simples (SSR-PCR), obtiveram estes mesmos
resultados.

No estudo da variabilidade genética interpopulacional, os trés iniciadores produziram
um total de 42 marcadores analisaveis, com tamanhos que variaram de 310 a 872 pares de
base. O numero de bandas analisadas variou de acordo com o iniciador e aquele que produziu
maior variacdo foi o 3307, com 50% de bandas polimdrficas. Os dados obtidos com os trés
iniciadores mostraram um percentual médio de bandas compartilhadas de 19%. O
dendograma construido a partir destes dados confirmou esta alta variabilidade
interpopulacional, agrupando individuos da mesma localidade em ramos diferentes. Foi
possivel verificar a formacao de trés grupos: 1) Ravena/MG, 2) Anchieta/ES e 3) Taim/RS.
Estes grupos estdo apoiados pelos valores de bootstrap mostrado nos ramos da arvore obtida
com NJ (de 75% a 100%). De fato, segundo Hillis & Bull (1993), através de estudos de
simulacdo propuseram valores de 70% de “bootstrap” como limiar de significancia. Estes
dados corroboram com os obtidos por Caldeira et al. (2001) que, utilizando a técnica de SSR-
PCR para analisar a variabilidade de diferentes populacGes do complexo B. straminea (B.
straminea, B. intermedia e B. kuhniana), observaram uma maior variabilidade
interpopulacional. Resultados semelhantes foram obtidos por Cardoso et al. (2006) em estudo
das populacdes brasileiras de L. columella através da técnica de RAPD. Esta mesma tecnica
foi utilizada por Rosa et al. (2005) em busca de marcadores genéticos associados a resisténcia
nos descendentes F2 resistentes e suscetiveis resultantes do cruzamento entre B. tenagophila
do Taim/RS (resistente) e B. tenagophila Joenville (suscetivel). Estes autores encontraram 22
marcadores, entretanto, a maioria deles nédo tinha ligacdo com resisténcia ou suscetibilidade.
A principio, foi encontrada uma banda de 1000pb nos individuos suscetiveis, mas apos
sequenciamento foi verificado que esta pertencia ao S. mansoni.

Este limitado indice de variabilidade intrapopulacional encontrado nos trabalhos
acima citados, indica a existéncia de um fluxo génico entre os exemplares da mesma
localidade, o que mantém uma homogeneidade genética nestes individuos. De fato a dinamica
populacional é um fator que pode contribuir na variabilidade genética destes moluscos. Estes
podem ser submetidos a pressdes seletivas tal como o efeito de gargalo (afunilamento ou

boottleneck) que pode afetar o tamanho efetivo de uma populacgéo e reduzir o nimero de
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individuos capazes de manté-la (Futuyma 1997). Com isso, a recomposicao das populagdes
que sofreram este efeito ocorre a partir de poucos individuos sobreviventes, reduzindo assim a
variabilidade genética da populagéo.

Os moluscos de Anchieta/ES, apesar de terem se mostrado resistentes a infecgdo com
S. mansoni, agruparam-se em um ramo mais proximo dos individuos de Ravena do que da
populacdo do Taim/ES. Este resultado pode ser em decorréncia da Gltima ser mantida a mais
de 25 anos em laboratdrio ou mesmo um reflexo da maior distancia geografica do Rio Grande
do Sul em relagcéo a Minas Gerais.

Os resultados obtidos neste estudo refletem a premissa da técnica de RAPD, a qual
permite gerar uma grande quantidade de polimorfismo de segmentos de DNA distribuidos por
todo genoma (Ferreira & Grattapaglia 1998). Portanto marcadores de resisténcia ou
suscetibilidade, que podem estar ligados a um ou mais genes, dificilmente seriam refletidos
com esta ampla variedade de locus. No presente trabalho, ndo tivemos a intencdo de buscar
estes marcadores, mas sim de verificar a distdncia genética entre trés populacbes: uma
sabidamente resistente (Taim/RS), outra sabidamente suscetivel (Ravena/MG) e uma terceira
até o momento refrataria ao S. mansoni (Anchieta/ES). Com isso, a técnica de RAPD se
mostrou adequada para alcancar 0s objetivos propostos neste estudo.

Apesar dos moluscos coletados estarem negativos para S. mansoni, isto ndo determina
que o distrito esteja livre da parasitose, pois mais moluscos precisam ser coletados e
examinados e o levantamento da prevaléncia no municipio necessita ser concluido. Esta é
uma area que deve ser constantemente vigiada, pois como foi demonstrado nos testes de

suscetibilidade, os moluscos B. tenagophila estdo se tornando cada vez mais suscetiveis.
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6 — CONCLUSOES
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» Foram pesquisadas dez colec¢des hidricas no municipio de Ravena, em trés ndo houve
registro de moluscos, em quatro foi registrada a presenca de Biomphalaria tenagophila,
em trés B. glabrata.

» Os moluscos do género Biomphalaria pertencentes nas quatro cole¢es hidricas

apresentaram cercarias: Cercaria caratinguensis, C. ocellifera e C. macrogranulosa.

» Comparando esse estudo ao realizado em 1980, houve uma disperséo ou introducéo de B.

tenagophila em algumas colec¢des hidricas, substituindo B. glabrata em duas delas.

» Existe uma baixa variabilidade genética intrapopulacional e uma alta variabilidade

genética interpopulacional nas populagdes de B. tenagophila estudadas.
» O distrito de Ravena é uma area que necessita de vigilancia epidemioldgica, uma vez que

houve um aumento da suscetibilidade das populacdes de B. tenagophila desta regido, em

comparagdo com estudos anteriores.
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