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RESUMO

A esguistossomose & uma doenga infecto-parasitéria de veiculacao hidrica causada
pelo rematédeo Schisfosoma mansoni, sendo o homem o seu hospedeiro definitivo.
Os hospedeiros Intermedidrios para S, manson/ s8o moluscos do género
Biomphalana sp., sendo a classificacdo destes organismos baseada em aspecios
morfolégicos da concha e dos drggos reprodutores. No entanto, existe uma grande
dificuldade na identificagéo das espécies, devido a grande variabilidade destas
caracteristicas. A ufilizacgao de ferramentas moleculares & de exfrema importancia
para a classificacdo destes moluscos, uma vez que permite a distingdo de espécies
indistinguiveis  fenofipicamente., Este estudo descreve um  levantamento
malacolégico realizado no distrito de Anutiba presente na regigo sul do estado do
Espirito Santo. Os moluscos do género Biomphalana sp. coletados foram
armazenados em laboratério, sendo posteriormente realizado o teste de exposicdo a
luz para determinar a taxa de infecgéo destes espécimes por 5. mansonie aplicagdo
da técnica de PCR-RFLF para a classificagdo molecular dos moluscos. Todos os
caramujos foram negativos quanto & infecgdo com o parasito 5. manson). Este
estudo relata o encontro de Biomphalana sp., FPhysa sp., Lymnaea sp. e Melanoides
sp. vivendo em simpatria. A aplicacao de um questionario destinado a comunidade
presente na area em estudo revelou uma alta taxa de prevaléncia da doenca, A
amplificacdo do DNA gendmico extraido dos caramujos com 0s pAmers iniciadores
ETTS1 e ETTS2 produziv uma banda com aproximadamente 1200pb. Apds a
clivagem do DNA amplificado com a enzima de restrigéo Ddel foram observadas
duas bandas com peso de apraximadamente 850pb e 550pb, identificando assim os
caramujos como pertencentes & espécie B. fenagopfila. Estes resultados ressaltam
a importancia da utilizagdo de ferramentas moleculares em estudo de caracterizagao
dos hospedeircs intermediarios para 5. mahsoni, uma vez que a identificacdo
morfalégica nem sempre & eficaz para promover a diferenciagdo das espécies.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni, epidemiclogia, endemia, sadde plblica,
biclogia molecular.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Historico e epidemiclogia de Esquistossomose no Brasil

As esquistossomiases constituem-se doengas de alta endemicidade na Asia,
Africa, América do Sul e llhas do Caribe (REY, 2001. A esquistossomose
mansdnica & uma doenca infecto-parasitaria de veiculacao hidrica prépria de dreas
rurais (BARBOSA et al., 2000; MARTINS JUNIOR; BARRETO, 2003), causada pelo
trematodeo Schisfosoma mansoni, sendo o homem o seu hospedeiro definitivo
(PASSOS et al., 1998; FUNASA, 2002). De acordo com Chitsulo e colaboradores
(2000) existern aproximadamente 652 mihdes de pessoas em risco de infecgdo e
193 milhfes de pessoas infectadas por todos os tipos de esquistossomose, sendo
que 5% do ndmero de pessoas infectadas s80 estimadas no continente africanao,
onde os esforgos para o controle da doenga sé&o ineficazes. De acordo com Krett
(2008) a esguistossomose & endémica em 74 paises com G600 milhdes de individuos
emrisco de infecgaoe 200 mihées de individuos infectados.

Acredita-se que a esguistossomose tenha sido trazida da Africa para o Brasil
no século XV, nos primdrdios da colonizacdo europeia, em virtude do trafico de
escravos oriundos de regies de alta endemicidade da doenga (MAGALHAES;
DIAS, 1944; BARBOSA et al., 1996; RODRIGUES; LOUZADA, 2003; SOUZA etal.,
2006; PRATA,2008). De 1995 a 2005, segundo dados do Programa de Controle da
Esquistossomose do Ministério da Sadde foram notificados, no Brasil, mais de um
milhdo de cascs de esquistossomose, dos quais 27,5% notificados no estado de
Minas Gerais, Existen também outros focos da doenga disseminados pelo pais,
principalmente nos estados da Bahia e Espirito Santo (MARTINS, 2009).

Mo Brasil, estima-se a existéncia de & a 10 milhdes de individuos infectados
(AMARAL PORTO, 1984}, fazendo desta doenga um dos mais sérios problemas de
salde piblica nos palses em desenvolvimento (COURA; AMARAL, 2004). MNas
regides Mordeste e Sudeste a parasitose @ amplamente distribuida, enquanto que
nasregides Norte e Sul as dreas endémicas sao mais dispersas e isoladas (TELES,
2005). Os estados da Bahia e Minas Gerais s&o, sequndo o Ministério da Saldde,



responsavels por 70% dos casos da doenga no pals (RODRIGUES; LOUZADA,
2003). As areas endémicas estdo localizadas nos estados do Maranhao, Para, Rio
Grande do Morte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Minas Gerais,
Espirito Santo e na cidade do Rio de Janeiro (SOUZA etal., 2001) (ANEXDO A).

De acordo com Ferreira e Silva (2007, no periodo de 1980 a 2003, ocorreram
14,463 dbitos por esquistossomose no Brasil. Meste periodo fol registrada uma
reducdo de 62,9% do coeficiente de mortalidade por esquistossomose. Tal redugdo
pode estar relacionada & eficdcia das medidas de controle da doenga no pais,
sobretudo &4s estratégias de confrole da morbidade. Mo entanto, o surgimento de
novas areas com potencial para transmissao da doenca continua em expansao
(CARMO; BARRETO, 1994; BARBOSA et al., 2000),

O ritmo acelerado de ocupacéo dos espagos Uurbanos, principalments através
dos fluxos migratérios internos, & responsavel pelo agravamento do guadro sanitario
e de pobreza das grandes cidades, originando novos problemas de sadde e
ampliando a demanda por servigos assistenciais (SILV A, 1985; CARMO; BARRETQ,
1984; CARVALHO et al., 1997; RORIGUES; LOUZADA, 2003). Sendo assim, pode-
se afirmar que a esquistossomose, por ser uma doenga com forte associagdo com
a5 variagbes ambientais e socioecondGmicas, vem se urbanizando nas Gltmas
décadas e encontra-se em franca exXxpansao em todo o territdrio nacional, agregada
4 falta de saneamento basico e de educacgédo sanitdria da populagdo (COIMERA
JUNIOR et al., 1984; BARBOSA et al., 1996; PASSOS et al., 1998; KATZ;
PEIXOTO, 2000).

O ciclo da doenga & relativamente simples, mas de enorme complexidade
social que depende da existéncia de individucs eliminando ovos do parasito, de
colegdes hidricas habitadas por moluscos suscetiveis e das necessidades cotidianas
das pessoas (MARTINS, 2009). De acordo com Massara e colaboradores (2004), as
varidveis sddo-demograficas e atividades ao ar livre associada ao contato da dgua
sempre foram associados com infecgdo pelo 5. mansoni.

Os programas de controle da esquistcssomose no Brasil tém contribuido para
a reducao da prevaléncia e das formas graves da doenga, mas nao &m impedido
que novos focos aparegam especialmente nas areas periféricas dos grandes centros
urbanos do pais (WVASCONCELDS etal. 2008,

Mo estado do Espirito Santo, entre o8 ancs de 1999-2002, o nimero de casos
de Esquistcssomose vanaram de 3388 a 5292 (ESPIRITO SANTO, 2004). Dos 78
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municipios do estado, 20 sao considerados endémicos para esquistossomose, 19
municipios s8o considerados focais ou vulnerdveis e 39 indenes (RODRIGUES;
LOUZADA, 2003 (ANEXO B). Diante deste preccupante quadro, a Secrefaria de
Estado da Sadde (SESA) juntamente com o Conselho Estadual de Sadde (CES)
elaboraram o PLANO ESTADUAL DE SAUDE - QUADRIENIO 2004-2007. Neste
documento  warias agdes sao propostas para reduzir a prevaléncia  de
esguistossomose no estado. Os principais cbjetivos e agfes deste documento,
quanto & esquistossomose s80; monitcramento vetorial com realizagao de pesguisa
malacolégica em colegdes hidricas, inquéritos coproscopicos em  localidades
endémicas e focais, investigacdo de casos positivos e avaliacaéo dos indicadores de
morbi-mortalidade nos municipios endémices (ESPIRITO SANTO, 2004),

1.2. Sistematica e distribuicdo geografica de Schisfosoma mansoni

A Subclasse Digenea (Platyhelminthes, Mecdermata, Trematoda) estd entre
05 maiores grupos de parasitos que alcangaram sucesso evolutivo (OLSON et al.,
2003). A Superfamilia Schistosomatoidea compreende 0s rematddeos parasitos do
sangue do homem e de vertebrados inferiores, sendo pertencente & Ordem
Strigeata, gque engloba individuos mondicos e didicos, e que tem cercarias com
cauda bfurcada. Esta Ordem possui gquatro  familias:  Aporocotyidae,
Sanguinicolidae, Spirorchidae e Schistosomatidae. Somente a ditima apresenta
interesse médico e sanitério, & que abriga parasitos do sistema sanguineo dos
vertebrados de sangue quente (REY, 2001). A familia Schistosomatidae pode ser
dividida em duas subfamilias: Biharzielinae (sem dimorfismo sexual) e
Schistosominae (com dimorfismo sexual) (PESS0A, 1968 ),

Estes helmintos s30 hermafroditas, exceto 5. mansoni, o qual apresenta
acentuado dimorfismo sexual, sendo a fémea delgada e dlindrica, enquanto o
macho apresenta um corpo mais largo com uma cavidade, o canal ginecdforo, o qual
serve de abrigo para a fémea durante a copula (FESS0A, 1969; REY, 2001).

As principais espécies exstentes dentro do género Schisfosoma sao: 5.
bovis, 5. matthesi, S. infercalatum e 5. rodhaini na Africa, 5. spindale e 5. mekongi



na India. Quanto ao homem, as és principais espécies responsaveis pela
transmissac da esquistossomose s30: 5. mansoni (América, Africa, Antilhas), S.
hasmatobium (Africa) e S. japonivcum (Indonésia, China e Fillpinas) (PESSOA,
1969; REY, 2001; OMS, 2005 apud PEPE, 20068). Em determinadas &reas
gecgrafias restritas, as espécies 5. inlercalalum, 5. mekongi e 5. malayensis,
também podem acometer humanos (ACHA; SZYFRES, 2003 ).

Os vermes adultcs de 5. mansoni localizam-se no interior dos vasos
sanguinecs, habitando preferencialmente as vénulas da parede do intestino grosso e
ramificacdes das velas mesentéricas, causando uma infeccdoc denominada
esquistossomose mansénica ou intestinal, xistose, doenca dos caramujos ou barriga
d'dgua. Sua distribuicdo gecgrafica muitas vezes é condicionada pela presenca de
seus hospedeiros intermedidrios - mouscos do género Biomphalana. Jéd o 5.
hasmatobium & um parasita vesical, produzindo problemas no sistema urinario,
sendo sua distibuicdo predominantemente africana podendo estender-se até a
regido do Mediterrdneo. Os moluscos vetores s3o espécies do oénero Bulinus, Por
outro lado, o 5. japonicum causa a esquistossomose japdnica, possuindo como
hospedeiros intermediarics moluscos prosobranquics do género Cncomelania (REY,
2001).

1.2.1. O ciclo de vida de Schistosoma manson

O ciclo de vida deste parasito & heteroxeno, ou seja, necessita de um
hospedeiro intermedigrio (reproducdo assexuada) e um hospedeiro  definitivo
(reproducdo sexuada) (SCHMEIDER; ZELCK, 2001) (ANEXO C) As fémeas do
parasito pbem seus ovos no interior dos vasos sanguineocs (vénulas da parede do
intestno grosso e ramificacées das veias mesentéricas), o8 quais posterormente
atravessam a mucosa intestinal sendo eliminados nas fezes. Ma agua, o5 ovos
vidveis eclodem, liberando peguenas larvas — miracidios (REY, 2001; FUNASA,
2002). A viabilidade dos miracidios & de aproximadamente 24h (PASS0S et al.,
1998). Véarios fatores interferem na eclosdo dos miracidios, no entanto, luz e
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temperatura s30 03 mais deferminantes. A lemperatura dtima para eclosdo @ em
torno de 28°C (PESS0A, 1869; FONSECA, 2009).

Estas larvas nadam atvamente na dqua em busca de seu hospedeiro
intermediario (PASS0S et al,, 1998). A penefracdo dos miracidios nos mouscos
ocorre  preferencialmente pela regigo das antenas ou pé. Apds penefrar no
hospedeiro intermedidrio, o miracidio dé& inicio aos estidios posteriores de
desenvalvimento, Células germinativas presentes no  interior do  miracidio
muliiplicam-se e dao origem a um esporocisio priméario, o qual se divide formando
esporocistos filhos., Estes por sua vez, s8o liberados do esporocisto primario e
migram até a gldndula digestiva (hepatopancreas) do mousco, onde ocore a
fomagéo das indmeras cercarias (GRYSEELS et al., 2006). As cercarias ja
formadas migram para a rediao da pseudcbranquia, onde provocam a fomacéo de
pequenas vesiculas no tegumento dos moluscos. A0 romperem-se as vesiculas
liberam as cercarias para o exterior. Os moluscos infectados liberam cercarias de
forma intermitente, sendo a luz e a temperatura fatores imprescindiveis para a
eliminagao das cercarias (REY, 2001).

Apds a elimnagdo, as cercarias nadam ativamente na ftentatva de
encontrarem um hospedeiro definitvo vidvel para a penetracgdo. Seis pares de
glandulas (glandulas de penetragao) liberam proteases que permitem as cercarias
penetrar toda camada cdrnea da pele do hospedeiro, Uma vez nos tecidos do
hospedeiro, o corpo cercariano transforma-se em esquistossdmulo, o qual acaba por
penefrar um vaso cutdneo, sendo passivamente arrastado pela circulagdo sanguinea
em direcdo ao coragdo e pulmdes. Nos vasos pulmonares, os esquistossamulos
tornam-se mais delgados e longos, o que facilita sua migragao através dos droaos
até chegar ac figado (GRYSEELS et al., 2006; FONSECA, 2009),

Ao atingiremn a parte esquerda do coragao, 05 esquistossémulos sdo langados
na circulagdo geral indo até o sisterma porta-hepatico, onde se nuirem com o sangue
do hospedeiro & migram para as wveias mesentéricas, ocorendo ai o
desenvolvimento para vermes adulios, o acasalamento e postura de ovos pela
fémea. Estes ovos podem entdo ser eliminados nas fezes do hospedeiro e
contaminar o ambiente, dando inicio a um novo ciclo de infecgao (GRYSEELS etal.,
2006).



1.3. Caracterizagio e distribuigdo geografica do hospedeiro intermediario

D05 maoluscos hospedeiros intermedidrios do parasito 5. mansoni pertencem &
Classe Gastropoda, Suclasse Pulmonata, Ordem Basommatophora (moluscos de
dgua doce), a qual & dividida em cinco familias: Lymnaeidae, Bulinidag, Planorbidae,
Physidae e Ancylidae (CARVALHO et al., 2005).

A famiia Planorbdae da qual fazem parte os mouscos do género
Biomphalana, compreende moluscos pulmonados de dgua doce, apresentando um
par de tentdculos, concha enrcdada em espiral plana e sem opérculo (PESS0OA,
1969; REY, 2001). S&o animais hermafroditas, consttuidos por um  sistema
canalicular composio por duas partes, permitindo tanto a reproducdo cruzada quanto
a autofecundagao (PARAENSE, 1955). O aparelho genital muitas vezes &
empregado  na classificagdo  morfoldgica destes  espécimes  (PARAEMNSE;
DESLANDES, 1955 PESS0A, 1969; FASS0S et al., 1998; REY, 2001}

Os ovos 580 postos individualmenta e envolvidos por uma capsula gelatincsa
g fransparente, a qual permite sua aderéncia a um substrato, que pode ser folhas de
plantas agquaticas, ou qualguer outra superficie sdlida fluluante ou submersa
(FESSOA, 1969; PASSOS etal., 1998; REY, 2001).

O género Biomphalara (Preston, 1910) abrange cerca de vinte espécies,
amplamente distribuidas na Africa, Américas e Asia Ocidental (PARAENSE, 1975).
As principais espécies responsaveis pela transmissao da esquistossomose
mansinica nas Ameéricas sao: Biomphalarna glabrafa, Biomphalana fenagophila,
Biomphalara slaminea (PESS0A, 1969; SOUZA et al, 1997, REY, 2001;
MARTIMNS, 20091 Em oufras regides, como na Africa & na Asia Ocidental, outras
egspécies de Biomphalara s80 responsaveis pela manutencao do ciclo bioldgico de
contaminagao com 5. manson (REY, 2001).

Teles e Vaz (1987), Siva e colaboradores (1994, Souza e colaboradores
(1995), Carvalho e colaboradores (1998), Giovanelli e coaboradores (2001) afirmam
que B. giabrala & a espécie mais adaplada a veiculagao de 5. mansoni, e sequndo
Paraense (1983a) é um indicador da presenca de esquistossomose em regiées onde
580 enconfradas. Para Rey (2001) e Paraense (2001), B. giabrala representa a
principal espécie que ransmite a esquistossomose nas Américas.
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Mo Brasil, dez espécies & uma subespécie de Biomphalana podem ser
gncontradas, sendo algumas vastamente distribuidas e outras limitadas a regifes
especificas (FARAENSE, 1983a; SOUZA et al., 2001; CALDEIRA et al., 2009). De
acordo com Paraense (1973), duas espécies, Bioomphalana amazonica e
Biomphalana peregnna, podem ser experimentaimente infectadas com larvas de 5.
mansoni. Em contrapartida, somente B. glbrata, B. fenagophila & B. straminea
podem ser enconfradas naturalmente infectadas (PAZ, 1997; PASSOS et al., 1998;
VIDIGAL et al., 1998a; JANNOTTI-PASS0S; SOUZA, 2000; TELES, 2005) (Tabela
1.

A espécie B. sframinea & um importante vetor da esqguistossomose na regiao
nordeste do Brasil, apresentando taxas baixas de infeccéo e alta densidade nos
criadourcs (PARAENSE; CORREA, 1985; BARBOSA: SILVA, 1992; MOZA et al.,
1998). Segundo Valadao e Miward-de-Andrade (1991), esta espécie, em algumas
regides do nordeste, é o dnico vetor, Ja Carvalho e cdaboradores (19598) acreditam
ser a espécie que melhor se adaptow as variagdes climaticas. Coutinho e
colaboradores (1992) apontam como responsavel pela disseminagdo destes
moluscos no nordeste  brasileiro, a construgéo de barragens e do amplo
desenvalvimento dos sistemas de irrigagao. Neste frabalho a taxa de positividade
dos caramujos para infecgdo com 8. mansony fol de apenas 0.5%. Favre e
colaboradores (2002) relatam uma taxa de infecgdo natural de B. straminea, em
Pernambuco, de apenas 0.4%. Em outras areas, entretanto, a espécie transmissora
da doenga é a B. glabrals (FAVRE et al., 2002; COUTO, 2005; ARAUIO et al.,
2007).

Souza e colaboradores (1996) apontam B. sframinea como potencial
causadora de um novo foco da doenga na regido urbana de Belo Horizonte.
Woodruff e colaboradores (1985) relatam a inroducéo e répida dispersdo de B.
sframinea em Hong#ong (China). Ma Venezuela, B. sframinea & o segundo
hospedeiro intermediario mais importante na fansmisséo da esquistossomose
(NOYA et al., 1999),

Entre os planorbideos hospedeiros intermediarios do 5. manson, as rés
principais espécies (B. giabrafa, B. tenagophila e B. slraminea) ocorrem em Minas
Gerais (SOUZA et al., 2006). Contudo, B. glabrafa & responsavel pela grande
maioria dos focos (SOUZA etal., 2001).
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Tabala 1. Espédes e subespécie brasileiras de Bomphalara, distribuicdo geogréfica
g infectividade por Schistosoma manson.

Espécies

Distribuigdo geografica no Brasil”

Infactivid ade por
Schisto soma

E. glatvala
{Bay, 1818)

B. sframinea
{Dunker, 1848)

B. tenagophita (Orbigny,

1835)

B. peregrina
[Orbigny, 1835)

B. amazonia
Paraense, 1966

B. irlermetlia

Paraensa & Daslandes,

1862

B. occidentalz
Paraanse, 1981

B. schrammi
{Crossa, 1864)

B. oligoza
Paraense 1974

B. kuhniana
(Classin, 1B83)

B. tenagophila
guaibiensis
Parasnse, 1984

Para, Maranhfo, Piaul, Ceara, Rio Grande do
Worte, Alagoas, Paralba, Penambuco, Sergipe,
Bahia, Minas Gerais, Espirito Sanlo, Rio de
Janeiro, S8o Paulo, Goias, Disltrito Federal,
FParansd & Rio Grande do Sul

Amazonas, Acre, Horaima, Pard, Maranhio,
Piaul, Ceara, Rio Grande do Norle, Alagoas,
Paralba, Pemambuco, Sergipe, Bahia, Minas
Garais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, S50 FPaulg,
Mato Grosso, Malo Grosso do Sul, Goigs, Distrii
Federal, Parana & Rio Grands do Sul

Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo; Rio de
Janairo, Sfo Pauk, Goias, Distrito  Faderal,
Parana, Santa Calarina & Rio Grands do Sul

Minas Gerais, Rio de Janeiro, S0 Paulo, Mab
Grosso, Makb Grosso do Sul, Goids, Distib
Federal, Parana, Sanla Cataring & Rio Grands do
Sul

Amazonas, Acre, Ronddnia, Malo Grosso @ Malb
Grosso do Sul

580 Paulo, Minas Gerajse Malp Grosso do Sul

Amazonas, Acte, Ronddnia, Makb Grosso, Mab
Grogsso do Bul, 580 Paulo, Minas Gerais, Paranaj,
Santa Catarina & Rio Granda da Sul

Tado teritdrio brasikeiro, exceld Amazonas,
Farana e Rio Grande do Sul

580 Paulo, Map Grosso do Sul, Parang, Santa
Catarina & Rio Grande do Sul

Fara

Rio Grande do Sul

Suscelivel (Lutz, 1916)

Suscelivel (Lutz, 1934

Suscetivel (Lutz, 1918)

Infacgio Experimantal
(Paraense a Coméa,
1973)

Infecgio Experimental
{Corréa e Paraanse,
1971}

Refraléria (Paraensa
COMm. pes.)

Refrataria (Paraense e
Coméa, 1882; Coimbra
Jr. & Engal, 1982)

Refrataria (Faraense
atal, 1964)

Rafrataria (Paraense
COm. pes.)

Refrataria (Floch e
Fauwran, 1854)

Refrataria (Paraense e
Coméa, 188T)

"Souza e Lima (1997

Tradugio nossa. Fonle: Caldeira elal. (2009).
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Coura-Filho e colaboradores (1995) em estudo realizado em Ravena (Minas
Gerais) constataram a presenca de moluscos B. glabrata e B. fenagophila, em
respectivamente, 42 40% e 57,59% dos pontos de coleta, sendo que os espécimes
de B. giabrala apresentaram taxas variaveis de infeccdo por 5. mansoni, enguanto,
nenhum B. fenagophda estava contaminado, BEm estudo posterior na regido de
Taquaragu de Minas (Minas Gerais), Coura-Filno (1998) relata a presenca das trés
principais espécies hospedeiras de 5. mansony, sendo gue somente B, glabrala
apresentava-se infectada. Silva e colaboradores (1994) relatam uma alta frequéncia
de B. fenagophila no Lago Soedade (Minas Gerais), sendo que 0,2% apresentaram-
se positivos para 5. manson. Em levantamento malacoogico realizado na regido de
Mariana (Minas Gerais), 1,18% dos planoidecs B. glabrata coletados estavam
infectados com 5. mansoni (SOUZA et al., 2006} Vasconcelos e colaboradores
(2009) identificaram na regido de Sabard (Minas Gerais) moluscos pertencentes as
trés principais espécies hospedeiras, sendo que a maioria, 49,52%, pertence &
egspécie B, fenagophila. Relata-se também neste estudo, a substticdo de
populacies de B. giabrala por B, fenagophila. Massara e colaboradores (20043, em
estudo realizado em Jaboticatubas (Minas Gerais), Bmbém descrevem a presenca
de B. glabrata, B. tenagophila & B. straminsa destacando a importdncia destas
Espécies na manuten;ao do delo de contaminagao com 5. mansoni

Katz e Carvalho (1983) registram os primeircs casos de esquistossomose
autbctone na regido de Rkajubd (Minas Gerais), sendo que as espécies B.
tenagophila & B. peregnng encontradas em ==u  levantamento malacoldgico
mostraram-se negativas para infeccio com 5. mansoni, Somente em 1985, Carvalho
e colaboradores descrevemn o primeiro encontro de B. fenagophila naturalmente
infectada nesta regido, Sendo assim, fajubd até entio considerada como indene
torna-se um fooo em potencial para ransmissao da doenga.

A espécie B. fenagophila é segunda mais importante na transmissao de 5.
mansoni no Brasl (PARAENSE; CORREA, 1978, sendo importante hospedeira na
regiao Sul (PARAENSE, 1984) e em parte da regido Sudeste (PARAENSE, 1989;
TELES et al., 1991; PASS0OS et al.,, 1998; TELES, 2005, SOUZA et al., 2007;
WVASCONCELOS etal., 2008). O estado de S3o0 Paulo apresenta uma grande area
colonizada por B. fenagophila, no entanto, outras espécies tais como B. occidenialis
e B. sframinea podem ser encontradas (TELES, 1988; 1896),



18

Munes e Rodrigues (2007, apds levantamento malacoldgico realizado em
Belém (Fara), descrevem a presenca de duas espécies hospedeiras — B. glabrafa
(20.22%) e B. straminea (4,71%), sendo enconfrado um percentual de &.68% de
caramujos positivos para 5. manson.

Em Ronddnia, a presenca de B. amazonica é relatada apds a realizagao de
estudos para conhecer a distribuicao das espécies de Biomphalana e promover a
caracterizagdo ecodgica dos criadourcs (COIMERA JUNIOR et al., 1984). Esta
gspécie j@ havia sido anteriormente descrita nesta regido (FARAENSE, 1982), Esse
mesmo autor expée também a presenca de B. occiderdalis na cidade de Ouro Preto
D'Ceste.

Mo Espirito Santo, as trés principais espécies vetores da esquistossomose
mansbnica 80 encontradas (PASS0S et al., 1998; RODRIGUES; LOUZADA, 2003).
Estudos realizados na regiao de Afonso Claudiorelatam a presenca de B. giabrala
naturalmente infectado, com taxas de infecgdo que variam de 0,25 a 4.79%
(BARBOSA et al., 1993).

Faraense e col@boradores (19830), em estudo realizado no Espirito Santo
relatam uma maior abundancia de B. fenagophila, seguida por B. glabrafa, B.
schrammi & B. straminea. De acordo com este autor, B. glabrala coincide com a
ocorréncia da doenca, nado sendo conhecidos os papéis de B. fenagophila e B.
sframinea na transmissao da parasitose. Nos municipios de Ecoporanga, Mucurici,
Montanha, Sao Mateus, Nova Venécia, Mantendpolis, Pancas, Linhares, Coatina,
todos pertencentes ao estado do Espirito Santo, foram encontrados especimes
representantes das trés principais espécies hospedeiras para o 5. mansoni Mo
entanto, varios outros municipics apresentam uma ou duas destas espécies. Em
Alegre, somente B. fenagophila foi relatada.

As espécies hospedeiras intermedidrias para o parasito 5. manson’ agui
descrites demonstram consideravel capacidade de resisténcia e sobrevivéncia em
ambientes muito poluidos, o que certamente & um dos fatores indispensaveis para a
preservacao dos riscos decorrentes da fransmissao ambiental de 5. mansoni
(SOUZA et al,, 2007). Teles (1989), assinala o encontro de B, tenagophila em uma
area onde o nivel de poluigdo & o mais elevado do estado de Sao Paulo,
demonstrando ser uma espécie altamente resistente &s alteracfes ambientais.



1.4. Métodos moeleculares para o estude de moluseos do génera Biomphalna

A classificacdo morfoldoica de mouscos planorbidecs hospedeircs para 5.
mansoni é baseada em aspectos mofoldgicos da concha e dos drgacs reprodutores
(PARAENSE, 1981; 1984; 1988). No entanto, existe uma grande dificuldade na
identificacgdo das espécies, principalmente, pela grande variabilidade destas
caracteristicas, as quais sao determinadas pela influéncia do ambiente na forma e
tamanho da concha, pela pequena dimensdo dos espécimes e pela semelhanca
gntre algumas espécies (VIDIGAL et al., 1998a). Sendo assim, novas ferramentas
para classificagdo destes vetores parasitoldgicos devem ser empregadas.

Mascara e Morgante (1981), em estudo para caracterizacao da estrutura
geneética de populagdes de B. tenagophifa ullizando pdimorfismo isoenzimatico,
constataram a presenca de sete locos poimdrficos nas populagdes estudadas,
entretanto, o nivel de heterozigosidade averiguado fol baixo. Esta mesma t©cnica foi
ulilizada para distingdo enre B. fenagophia e B. occidenfalis (MASCARA;
MORGAMTE, 1995), as quais s8o0 espécies exfremamente semelhantes
morfologicamente (PARAENSE, 1981). J& Bailey e colaboradores (19686) descrevem
a distingdo destas espécies através de padrfes elefroforéticos da hemolinfa dos
moluscos.

0 uso de métodos moleculares tornou-se importante para o estido de
caramujos de &gua doce. Lewis e colaboradores (1997) empregam as técnicas de
RFLP (Restricfion Fragment Length Folmomhism) e RAPD (Random Amplified
FPolvmomhic DNA) para analisar linhagens de caramujos resistentes e suscetiveis a
infecgédo por 5. mansoni. Os padrbes RFLP obtidos ndao apresentaram qualquer
relazao com a resisténciafsusceptibiidade dos caramujos. J& os perfis gerados
através dos prnmers arbitrérios geraram padrées diferenciais entre caramujos
suscetiveis e resistentes. Neste trabalho um marcador com 1100bp foi gerado e
permitiv a identificagao de caramujos suscetiveis, A tEcnica de PCR ufilizando
prmers arbitrérios (AP-PCR) ja havia sido empregada em trabalhos anteriores para
a caracterizacdo de muitcs outros organismos (WELSH; McCLELLAND, 1990;
WILLIAMS etal., 1990; CROSSLAND et al., 1993; SPADA et al. 2002).

Vidigal e colaboradores (1994) utiizaram a técnica AP-PCR para estudar a
variabilidade intra e interpopulacional de B. gigbrafa de diferentes regides
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gecqraficas do Brasil. Como resultados, detectaram um restito polimorfismo
inrapopulacional e elevado polimorfismo  interpopulacional. Dias Meto e
colaboradores (1993) e Vidigal e colaboradores (1996), propuseram uma nova
técnica, baseada na amplificacao de regifes génicas do rENA 185, a qual apresenta
um baixo polimorfismo intraespecifico. Segundo Vidigal e coaboradores (1998a), 0
notdvel polimorismo infraespecilico pode tornar dificil a diferenciagéo das espécies
de caramujos através da técnica de AP-FPCR.

A LS-PCR (Low Stnngency Polvmerase Chain Reaction) utiliza dois primers
especifiicos, sendo a reagao conduzida sob baixas temperaturas de anelamento.
Esta técnica foi inicialmente utilizada para a determinagao sexual de parasitos
trematideos 5. mansoni (DIAS NETO et al., 1993) e para a identificacéo especifica
de B. glabrata e B. tenagophila (WIDIGAL et al., 1996). Spatz e colaboradores ( 1998;
1999), considerando o elevado grau de semelhangas mofoldgicas e moleculares,
agruparam B. fenagophila tenagophila, B. occidertalis e B. [. guaibensis em um
complexo conhecido como Biomphalana fenagophila. Vidigal e colaboradores
(2004a) descrevem resultados semelhantes. De acordo com Pires e colaboradores
(1887, L5-PCR demonstrou ser uma técnica muito sensivel ao permitir a separagao
de duas espécies fenofipicamente indistinguiveis — B. tenagaophila e B. occidentals.
A utilizagéo da técnica de LS-PCR fambém permitiu a identificagdo de B.
occidentalis resistentes & infeccdo por 5. mansoni (SOUZA; JANNOTTI-PASSOS,
2001).

Cutra técnica gue tem sido muito utlizada para estudo de diversos
organismos é a PCR-RFLF (HOPE; McMARNUS et al., 1994 ; GASSER et al., 1995;
CALDEIRA et al., 1998; SPATZ et al., 2000; VIDIGAL et al., 2001; SOHN et al.,
2003; CARVALHO et-al., 2004; PEPE et al., 2009). PCR-RFLF baseia-se na
amplificacdo especifica de determinada sequéncia de DNA pela Reacao em Cadeia
da Pdimerase (PCR) e posterior digestdo do fragmento obfido com enzimas de
restricio — RFLP (VIDIGAL etal., 19980).

Outra estratégia utilizada tem sido o estudo das regies espacgadoras
transcritas internas (ITS1 e ITS2) pertencentes & regido de DNA ribossomal (rDNA).
Trata-se de uma regido cistrénica a qual apresenta sequéncias referentes a 185,
ITS1, 5.85, ITS2, e 285, e demonsira elevado nivel de divergéncia em relacao as
sequéncias flanqueadoras, sendo utilizadas para diferenciar espécies afins (CHENG
etal., 2006) (APENDICE A). Segundo Rollinson & colaboradores (1998), as regides



gspacadoras s80 menos conservadas em relacdo &s regides codificadoras. Chen
(2006), emesuda realizado para analisar a esfrutura genética de moluscos bivalves
da Familia Veneridae, revelou uma maior similaridade das sequéncas ITS2 enfre as
gspécies quanto comparadas com as sequéncias ITS1.

Para as andlises do peril de resfrigdo através da técnica de RFLP vérias
enzimas de restrigao tém sido utilizadas, sendo as principais: Alul, Dedl!, Haelll, Mnll,
Mspl, Rsal e Saui3al. No entanto, somente Dedl @ Haelll produziram perfis espécies-
gspecificos para B. glabmala, B. tenagophila e B. straminea (VIDIGAL et al., 1998a).
A amplificagao das regides flanqueadoras das sequéncias ITS (ETTS1 e ETTSZ2) e
posterior digestéo do fragmento gerado utilizando Dedl, gerou perfis de restricao que
permitiram a diferenciacéo das espécies B. kuhniana, B. straminea, B. intermedia e
B. peregnna (CALDEIRA et al., 1998). Vidigal et al. {(2004kb) destacam o uso da
en@ma Hpall para gerar perfis espécie-especificos que permitem a diferenciagéo de
B. glabrata, B. fenagophila e B. straminea.

Rosa e colaboradores (2004) comprovaram através de PCR-RFLF a herancga
de um marcador molecular de aproximadamente 350pb presente somente na
linhagem resistente de B. fenagophia Taim (Rio Grande do Sul), apds realizacao de
fecundacdo cruzada com oufra linhagem suscetivel de caramujos de Jaoinville.

Caldeira e colaboradores (2001) apds PCR utilizando primers ancorados &
regides microssatélites - SSR-PCR (ZIETKIEWICZ et al., 1994}, consequiram perfis
para distinguir as espécies B. kuhniana, B. straminea. B. inlermedia, espécies gque
devido & grande samelhanga morfolégica, foram agrupadas em um complexo
determinado B. sframinea (FARAENSE, 1988).

Vidigal e colaboradores (2002a) através do estudo do gene mitocondrial
citocromo oxidase | (SO utlizando a técnica PCR-RFLP obtiveram perfis de
restricdo gue permitiram a identificacéo de moluscos B. glbrala, B. sframinea e B.
tenagophia. Esta metodologia j& havia sido utilizada por oufros aufores para o
estudo de outros organismos (LOVETTE etal., 1999; MATSUMOTO; HAYAMI, 2000;
CAMPBELL et al., 2000). Segundo Anderson (2001), a andlise de um loco Unico
pode causar resultados duvidosos, sendo assim, a utlizagao do gene mitocondrial
permite a obtengao de resultados mais confidveis para caracterizacéo das espécies.

Vidigal e colaboradores (2002b) utilizando a metodologia de Multiplex-PCR
para o estudo da regigo ITS2 obtiveram perfis diferentes que permitiram distingéo
enfre B. glabrata, B. fenagophila e B. sframinea. Esta técnica consiste na utilizagao



de um prAmer para ancorar na regido conservada do gene 585 e oulros rés pnmers
gspécie-especificos que anelam em regifes conservadas de 285, as quais
flanqueiam a regido ITS2. Esta técnica também temn sido utilizada em estudos para
idenfificacdo de outros organismos (FUJITA et al., 2001; MOSQUERA et al., 2002;
FELANDAKIS; PERNIN, 2002; JANNOTTI-PASSOS etal., 2006).

A utlizagéo de ferramentas moleculares & de extrema importdncia para a
identificacdo destes moluscos vetores, uma vez que permite a distingdo de espécies
gxtremamente relacionadas, muitas das vezes indistinguiveis fenotipicamente, Além
disso, fornecem dados acerca da diversidade genética, permitindo analisar niveis de
paimorfismos infraespecificos e interespecificos. Sendo assim, estes dados podem
ser utlizados em estudos filogenéticos e analises gendmicas. Vale ressaltar, que a
identificacdo molecular contribui para um diagnéstico mais preciso, e pode ser
utilizada concomitantemente com a classificacdo morfoldoica.
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2. JUSTIFICATIVA

O conhecimento acerca da distribuicdo gecgrafica de moluscos do género
Biomphalana, hospedeiros intermediarics para o parasito rematédeo Schisfosoma
mansoni, sua ecologia e estudos para determinar a taxa de infecgdo natural destes
moluscos, séo de exfrema importéncia para o entendimento da epidemiologia da
doenca. A ocorréncia de esqguistossomose mansdnica em dreas endémicas é
determinada principalmente  pela presenca e abundancia destes  vetores
parasitoldgicos. Sendo assim, torna-se necessario a realizagao de levantamentos
malacolégicos nas principais colegfes hidricas destas areas endémicas para O
conhecimento acerca da distribuicdo destes vetores.

E importante também conhecer qual espécie é o principal vetor em cada uma
das areas de ocorréncia da doenca, j@ que esftratégias de controe podem ser
pensadas de acordo com a ocorréncia especifica de determinado vetor,



3. OBJETIVOS

3.1

3.2.

Objetive geral

1. Realizar o levantamento malacoldgico no distrito de Anutiba, municipio de
Alegre, drea focal para fransmissdo da esquistossomose |ocalizada na
regido Sul do Estado do Espirito Santo.

Objetives especificos

1. Analisar a taxa de infeccdo natural dos moluscos do género Biomphalkna
sSp. por 5. mansoni,

2. Realizar a classificacido moecular dos espécimes pertiencentes ao género
Biomphalana sp. caplurados para diagndstico especifico.



7. CONCLUSOES

O distrito de Anutiba no municipio de Alegre apresenta condicdes ideais para
a manutencdo do ciclo de contaminacao com o parasito Schisfosoma mansoni, A
aplicacdo de um guestionario demonstrou que a populacao presente no distrito de
Anutiba conhece os mecanismos basicos envolvidos na transmissdo da doenca.
Sendo assim, ressalta-se a importancia em englobar o social em estratégias de
prevengao e controle da doenca., AleEm disso, a classificaggo molecular fol um
meétodo sensivel para a identificacdo da espéde Biomphalana tenagophila, sendo

esta a espécie vetora para a esquistossomose nesta regiao.



