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AMARISTA, Manuel Alexander Sevilla. Ecologia do género Biomphalaria e estrutura
genética das populacoes de Schistosoma mansoni do Estado de Pernambuco. 2010. Tese
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Cruz, Recife, 2010.

RESUMO

A esquistossomose ¢ uma doenca cronica que estd vinculada particularmente as condigdes
hidro-bioldgica dos criadouros dos caramujos. Em Pernambuco, nada se sabe sobre a situacdao
atual da ecologia do Biomphalaria e da variabilidade genética de S. mansoni. Além disso, das
implicacdes desses aspectos na definicdo da dindmica de transmissdo. O objetivo desta
pesquisa foi: Analisar alguns aspectos da ecologia do Biomphalaria e da estrutura dos perfis
genéticos de Schistosoma mansoni. Realizamos um estudo ecoldgico na escala regional e um
estudo experimental na escala local (municipio de Goiana). Coletamos os moluscos em 14
municipios, tomamos nota das varidveis bidticas (espécies de moluscos e tipo de vegetacao
aquatica) e abidticas (tipo de habitat e tipo de substrato). Analisamos os dados através da
Analise de Correlacdo Canodnica (ACC). O diagnostico da positividade do Biomphalaria foi
feito através da técnica convencional e a Nested-PCR. Em Goiana, foram isoladas as cepas de
S. mansoni e de Biomphalaria. Também, coletamos caramujos. Por tltimo, isolamos os ciclos
de S. mansoni dos casos para identificar os perfis genéticos de S. mansoni através do RAPD-
PCR. Usamos o Median Joining Network, para compreender a biogeografia evolutiva do
parasito ¢ a dinamica de transmissdo. Os ACC mostraram: 1) B. stramiena tem preferéncia
por Nasturtium spp. e gramineas, habitat semi- permantes, e os substratos argila, areia e pedra,
e B. glabrata, por N. lotus, E. crassipes e P. estratioste, habitat temporais e o substrato barro;
e 2) O geénero Biomphalaria esta separado tanto do ponto de vista geografico como
ecologico. As técnicas de diagnosticos mostraram que as duas espécies de Biomphalaria sao
responsaveis pelos focos do litoral. As interagdes parasito - molusco mais eficiente em Goiana
¢ alopatrica. Identificamos uma variabilidade genética importante através dos primers usados.
O MJN mostrou que a freqliéncia - dependéncia dos perfis genéticos ¢ direcionada pela
pressdo de selecao do género Biomphalaria. Em conclusdo o padrdo geografico dos perfis
genéticos de S. mansoni presentes em Pernambuco depende dos niveis de compatibilidade do
Biomphalaria. Em acréscimo, a existéncia de interconexdo dos focos do ponto de vista
geografico e funcional explica o carater focal e heterogéneo da transmissdo da
esquistossomose neste Estado.

Palavras chave: Biomphalaria - S. mansoni - Genética - Ecologia - Median Joining Networks



AMARISTA, Manuel Alexander Sevilla. Ecology of genus Biomphalaria and genetic
structure of Schistosoma mansoni populations in the State of Pernambuco. 2010. Thesis
(Doctorate in Public Healt) - Centro de Pesquisa Aggeu Magalhaes, Fundacao Oswaldo Cruz,
Recife, 2010.

ABSTRACT

The schistosomiasis is a chronic parasite, but the transmission is determinate by specific
conditions of habitats of host intermediate. In Pernambuco, there is not information about the
actual situation of ecological of Biomphalaria and genetic variability of Schistosoma mansoni.
Besides, of the implications of those aspects in the definition of the transmission dynamics.
The general objective was: To analyze some aspects of the ecology of Biomphalaria and of
the structure of the genetic profiles of S. mansoni. We did an ecological study in the regional
scale and an experimental study in the local scale (Goiana). We collected the snails in 14
municipalities, we took note of the variables biotic (species of snails and aquatic vegetation)
and biotic (habitats and substratum). We analyzed the data through the Analysis of Canonical
Correlation (ACC). The diagnostic of Biomphalaria it was done through the conventional
technique and Nested-PCR. In Goiana, they were isolated the strains of S. mansoni and
Biomphalaria. Also, we collected snails. Last, we isolated the cycles of S. mansoni of the
cases to identify the genetic profiles through RAPD-PCR. We used Median Joining Network,
to understand the evolutionary biogeography of parasite and the transmission. The ACC
showed: 1) B. straminea has preference for Nasturtium spp. and gramineas, habitat semi-
permants, and the substrats: clay, sands and stone. But, B. glabrata, has preference for N.
lotus, E. crassipes and P. estratioste, habitats storms and mud; And 2) Biomphalaria is
separated so much of the geographical point of view as ecological. The diagnostic showed
that the two species of Biomphalaria are responsible for the focuses of the Pernambuco coast.
The interactions between parasite - snail more efficient in Goiana, is alopatrica. We identified
an important genetic variability through the primers used. MJN showed that the frequency -
dependence of the genetic profiles is addressed by the pressure of selection of the genus
Biomphalaria. In conclusion, the geographical structure of the genetic profiles of S. mansoni
present in Pernambuco depends on the levels of compatibility of Biomphalaria. In addition,
the existence of interconnection of the focuses of the geographical and functional point of
view explains the focal and heterogeneous character of the transmission.

Keywords: Biomphalaria - S. mansoni - Genetic - Ecologia - Median Joining Networks.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose ¢ uma doenga parasitaria causada por um trematoda do género
Schistosoma. Em Pernambuco 15,2% da populacdo apresenta-se infectada por S. mansoni
(KATZ; PEIXOTO, 2000) e segundo Favre (1999, p. 1): “A area endémica esta situada entre
os meridianos 35°00° e 36°02° de longitude a Oeste de Greeenwich e os paralelos de 7°25° e
8°53’ de latitude Sul”. Trata-se de uma parasitose historicamente endémica na Zona da Mata e
Agreste, estando distribuida em 72 dos 185 municipios do Estado (BARBOSA et al., 2001;
FARIAS et al., 2007; FAVRE et al., 2001). Quanto aos vetores incriminados na transmissao,
sao duas as espécies, Biomphalaria glabrata e B. stramiena. Estes moluscos apresentam
diferencas em niveis de susceptibilidade e a distribuicdo geografica (FAVRE et al., 2001).
Além disso, historicamente, os trabalhos realizados sobre a transmissdo da esquistossomose
em Pernambuco apontam que as variagdes observadas sobre prevaléncia, intensidade da
infeccdo e a epidemiologia clinica depende dos fatores: nutricional, genético, socio-culturais e
condigdes ecologicas das areas endémicas (BARBOSA et al., 2001, 2006. COUTINHO et al.,
1997). Mas, nada se sabe sobre a situacdo atual da ecologia do Biomphalaria, sobre a
distribui¢do geografica da variabilidade genética das populagdes dos S. mansoni, no Estado de
Pernambuco e, da implicacdo desses aspectos na definicdo da dindmica de transmissdo desta
doenga.

Quanto a ecologia do Biomphalaria, o ultimo estudo reportado na literatura sobre este
assunto foi feito ha uma década (SILVA et al., 2000). Em acréscimo, com o desenvolvimento
econdmico e turistico das areas litoraneas do Estado, e as migragdes das populagdes humanas
das areas rurais para as periferias das cidades em procura de trabalho, tem impactado
negativamente os ecossistemas. Em consequéncia isto ocasionou uma expansdo da area
endémica devido a criacdo de novos focos de transmissdo da esquistossomose (BARBOSA et
al., 2010). A maior preocupagdo tem haver com o fato de que B. glabrata ¢ uma espécie que
tem plasticidade ecoldgica, portanto, ela pode colonizar qualquer ambiente (AMARISTA et
al., 2001). No caso de B. straminea, esta espécie ja mostrou em condi¢des de laboratdrio e em
algumas experiéncias de campo semi-controlada, o potencial invasor para colonizar novas
areas geograficas (BARBOSA, 1973; BARBOSA et al., 1981; 1984).

Por outro lado, as pesquisas reportadas na literatura sobre a distribuicdo geografica do
Schistosoma e, a co-evolugdo e compatibilidade do sistema Schistosoma-Biomphalaria, t€m

mostrado que existe uma relacdo fechada entre a distribui¢do geografica do S. mansoni e, o
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grau de agregacdo e os niveis de susceptibilidade das populagdes de Biomphalaria (BLOUIN
et al., 1995; CURTIS et al., 2002; STEINAUER et al., 2009; THERON; POINTIER, 1995)
Mas, para a compreensao da estrutura geografica da variabilidade genética do parasita e da
dinamica de transmissao, ¢ necessario considerar outros fatores, como por exemplo, o grau de
dispersdao dos hospedeiros definitivos e as condigdes ecologicas e socio-econdmicas de cada
foco (BLOUIN et al., 1995; CURTIS et al., 2002; SIRE et al., 1999). Também, estes fatores
tém um papel determinante no desenvolvimento e na manutengdo da dinamica da transmissao.

Esta pesquisa esta estruturada em trés capitulos e em duas escalas geograficas, regional
(Estado de Pernambuco) e local (municipio de Goiana). Assim, no primeiro capitulo,
analisou-se a influéncia dos fatores bidticos e abidticos sobre a distribuicdo geografica dos
Biomphalaria no Estado de Pernambuco. Para tal fim, foi construido uma Andlise de
Correlagcao Candnica. Este modelo estatistico permitiu explicar a separacao geografica como
alguns aspectos da ecologia do Biomphalaria. Com relagdo ao segundo capitulo, analisou-se
na escala local (municipio Goiana) a intera¢do parasita-moluscos em condic¢des de laboratério
e de campo. Nesta parte, analisamos os conceitos de susceptibilidade e de viruléncia através
da ajuda do Modelo Linear Univariado Generalisado. Esta metodologia elevou o nivel de
compreensdo da transmissdo da doenga. Quanto ao terceiro capitulo, identificou-se a
diversidade dos perfis genéticos das populagdes de S. mansoni dos municipios selecionados
no Estado de Pernambuco, com ajuda da técnica Random Amplified Polimorfic DNA-PCR
(RAPD-PCR). Além disso, analisou-se a estrutura dos perfis genéticos de S. mansoni com
ajuda do algoritmo Median Joining Network, para explicar a biogeografia evolutiva do
parasito e compreender a dinamica de transmissdo tanto na escala regional (Estado de
Pernambuco), como na escala local (municipio de Goiana).

Por 1ultimo, o desenvolvimento dos trés capitulos permitiu examinar a hipotese: “A
heterogenidade da dindmica de transmissdo da esquistossomose na escala local depende da
conectividade geografica e funcional dos focos, explica o padrio geografico da estrutura

genética das populacgdes de S. mansoni e define o carater focal da esquistossomose”.
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2 LITERATURA

2.1 Dispersoes da esquistossomose no Brasil e em Pernambuco

A esquistossomose encontra-se presente em mais de 76 paises onde mais de 200
milhdes de pessoas encontram-se infectadas, e 500 a 700 milhdes estdo expostas ao risco
(ENGELS et al., 2002; STRICKLAND, 2000). Esta parasitose apresenta duas formas clinicas
de referéncia: a) urinaria, causada por S. haematobium em 52 paises da Africa e na Regido do
Mediterraneo Oriental e b) intestinal causada por S. japonicum, em Regides da Asia Sul-
Oriental e do Pacifico Ocidental e por S. mansoni em 53 paises, situados na Africa, Regido do
Mediterraneo Oriental, Ilhas do Caribe e na América do Sul (CHITSULO et al., 2000;
STRICKLAND, 2000; UTZINGER et al., 2003; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2001).

No Brasil, a introdugao da esquistossomose mansonica aconteceu através do trafico de
escravos originarios da Costa da Guiné, Angola, Congo e Mogambique, que se estabeleceram
inicialmente nas areas de producdo canavieira do Nordeste (CHIEFFI; WALDMAN, 1988).
Posteriormente, com a abolicdo da escravatura e com a inauguracdo dos grandes ciclos da
economia brasileira (ouro, algodado, café), ocorreu migracao interna e a dispersdo desta doenca
para novas areas: inicialmente, Pernambuco e Bahia, expandindo-se posteriormente para todo
o Nordeste, Sudeste, Para, Parana e, mais recentemente, Santa Catarina, Goias e Distrito
Federal, onde foram registrados casos autdctones (KATZ, 1999). Este processo de dispersao
da doenga esteve condicionado a presenga dos moluscos hospedeiros susceptiveis
(AMARAL; PORTO, 1994; LOUREIRO, 1989).

No Brasil ha mais de oito milhdes de pessoas parasitadas, distribuidas por 19 estados
(BARBOSA et al., 2008; COURA; AMARAL, 2004) e 25 milhdes estdao sob risco de contrair
a doenga (BURLANDY-SOARES et al., 2003; PASSOS; AMARAL, 1998; WORLD
HEALTH ORGANITATION, 2001). As maiores prevaléncias estdo nas Regides Orientais do
Rio Grande do Norte, Paraiba, e em quase toda a totalidade dos estados de Alagoas e Sergipe,
grande parte da Bahia e Minas Gerais, Zona Serrana do Espirito Santo e Pernambuco (Zonas
do Litoral e Mata, do Agreste e do Brejo) (CHIEFFI; WALDMAN, 1988; REY, 2003).

No Estado do Pernambuco a area endémica historicamente conhecida ¢ a zona rural cuja

base econdmica ¢ a producdo canavieira. A taxa de infeccdo em humanos varia, entre 12% a
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82% com quadros clinicos cronicos (BARBOSA et al., 2004), com dareas rurais onde a
prevaléncia esta acima de 50% (FAVRE et al., 2001). Durante muitos anos a esquistossomose
foi considerada um agravo caracteristico da zona rural (CARVALHO et al., 1998;
COUTINHO et al., 1997), no entanto, essa doenca vem se expandido para o litoral e areas
urbanas (ARAUJO et al., 2007; BARBOSA et al., 1996, 1998, 2000a, 2000b, 2001, 2004,
2008, 2010).

Neste sentido, para Barbosa et al. (1996, 2000a, 2000b, 2001) e Freese de Carvalho et
al. (1998), a definicao da situacdo epidemioldgica atual é consequéncia de alguns fatos
historicos e sdcio-econdomicos (exemplo: modo de ocupagdo do espaco e de producao
econdmica, etc.), aliados a fatores bioldgicos. O primeiro registro de casos humanos agudos e
autoctones no litoral de Pernambuco foi da Ilha de Itamaraca em 1998 (BARBOSA et al.,
2000a, 2000b). Pesquisas que véem sendo realizadas nesta area mostram: (1) a prevaléncia e
quantidade de ovos por grama de fezes (opg), para os moradores nativos foram 41,8% e 10
opg, indicando pouca exposi¢do, para os trabalhadores da construgdo civil, registrou-se 45,8%
e 100 opg; (2) as pessoas nativas da area trabalhavam como prestadores de servigos para os
veranistas € com relagdo aos trabalhadores da construcdo civil, 92% procediam da érea
endémica (Zona da Mata); (3) o molusco incriminado na transmissdo foi B. glabrata e a
positividade variou entre 7,9% e 18,7% (BARBOSA et al., 2000b).

Outro inquérito parasitologico no ano 2000, em Porto de Galinhas, mostrou o maior
surto de esquistossomose ocorrido em localidades litoraneas com 662 casos agudos para S.
mansoni € média de 152 opg (BARBOSA et al., 2001). Registros sobre a transmissao no
litoral apontam focos ativos com prevaléncias de 18% no municipio de Goiana,

especificamente na Praia Carne de Vaca (PAREDES, 2008).

2.2 Schistosoma mansoni Sambon, 1907: biologia e ciclo de vida

O Schistosoma mansoni ¢ um parasito digenético, pertence a Classe Trematddea,
Familia Schistosomatidae. Esta espécie se caracteriza por ndo ter faringe, apresenta
dimorfismo sexual e na fase adulta possui o corpo achatado dorso-ventralmente. Acredita-se
que o dimorfismo sexual esteve acompanhado de alteragdes fenotipicas. A fémea possui o
tegumento liso, ¢ mais comprida e filiforme, ¢ mede cerca de 1,5 cm. Os estudos realizados

por Morand e Miiller-Graf (2000) sugerem que as mudancas da morfologia da fémea foram



28
Ecologia de Biomphalaria e Genética de Schistosoma mansoni

determinadas pela necessidade de encontrar um local especializado para a postura dos ovos
em local que viabilizasse sua elimina¢do para o ambiente externo. O macho mede cerca de 1
cm e se caracteriza por ter um tegumento coberto por tubérculos e espinhas e um canal
ginecoforo para albergar a fémea e fecunda-la.

As fémeas ndo sdo capazes de completar a sua maturagdo sem o acasalamento e alguns
estudos sugerem que a fémea necessita do macho para o processo de transporte, fertilizagao e
estimulacdo de fatores para o seu crescimento e desenvolvimento (GREVELDING et al.,
1997; KUNZ, 2001). Sob o ponto de vista evolutivo, acredita-se que os machos tém um poder
de dispersdo maior (PRUGNOLLE et al., 2002b, 2003, 2005). Alguns estudos apontam a
competéncia dos machos em garantir as fémeas dentro do hospedeiro definitivo para
favorecer a estrutura da diversidade genética das populagdes e em consequéncia evitar
problemas de consanguinidade dentro das subpopulacoes (MOSSMAN; WASER, 1999;
PRUGNOLLE; DE MEEUS, 2002a). Hernadez et al. (2004) e Kunz (2001) verificaram a
dominancia dos machos e sua maior propor¢do nas infec¢des naturais do hospedeiro
definitivo, acreditando que eles possuem um mecanismo desconhecido que permite regular a
expressao de genes na fémea, influenciando o desenvolvimento somatico, o sistema
reprodutivo e a fertilidade (LENZI et al., 2008).

O ciclo biologico de S. mansoni apresenta uma alternancia de geragdes das
infrapopulagdes entre o hospedeiro intermedidrio, moluscos do género Biomphalaria, e os
hospedeiros definitivos vertebrados (homem e mamiferos pequenos). O ciclo bioldgico de S.
mansoni poderia iniciar-se a partir da elimina¢do das fezes dos individuos contaminados (letra
a, Figura 1) contendo os ovos do parasito (letra b, Figural), que, entrando em contato com
cole¢des de agua doce com condicdes ideais de temperatura e umidade, liberam os miracidios
(letra c, Figura 1) que sdo as formas infectantes do hospedeiro invertebrado (letra d, Figura 1).
Nos caramujos, cada miracidio se transforma em esporocisto mae (letra e, Figura 1) que por
poliembrionia, origina esporocistos primarios (letra f, Figura 1) e secundarios (letra g, Figura
1). Estes migram para as glandulas digestivas (letra h, Figura 1) e ovoteste do caramujo,
originando as cercarias que serdo liberadas através do poro dos esporocistos, € conseguirao
sair através da pele ou do sistema excretor do molusco. A cercaria (letra i, Figura 1) infecta o
homem ou outros hospedeiros vertebrados por penetracao ativa na pele exposta nos ambientes
contaminados pelo parasito. Ao penetrar na pele, as cercarias perdem a cauda, transformando-
se em esquistossomulos (letra j, Figura 1). Os esquistossdmulos migram para os pulmoes
cerca de sete dias ap6s a penetragdo, e posteriormente, para o sistema porta hepatico. Apds a

maturacdo, aproximadamente 45 dias ap6s a infeccdo, os vermes adultos se alojam no plexo
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mesentérico podendo viver cerca de 20 anos no hospedeiro definitivo (COELHO, 1970). O
ciclo se completa com a postura de ovos pela fémea (Figura 1), aproximadamente 300 ovos
por dia (PELLEGRINO; COELHO, 1978; VALADARES et al., 1981) sendo a grande parte
dos ovos eliminados junto as fezes. Alguns ovos ficam retidos na mucosa intestinal e nos
capilares do sistema porta do hospedeiro, onde desencadeiam uma reacdo inflamatdria
granulomatosa. Esta rea¢do ao redor dos ovos ¢ a principal causa da patogenia da
esquistossomose, provocando fibrose do tecido ou orgdos. Além disso, ha obstrugdo do plexo
venoso, que tem como consequéncia uma hipertensao portal, hepatomegalia, esplenomegalia,

ascite (aumento do volume abdominal) e formagao de varizes esofagicas.

Infra-populagcoes. Hospedeird ermediario
Reproducéo Asexual s i

é* Lui

Figura 1. Ciclo de vida do Schistoma mansoni.

Fonte: Adaptado de Pessoa e Martins (1988).

Nota: Etapas do ciclo bioldgico: a.- Adultos em cépula; b.- Ovo; c.- Miracidio; d.- Infecgdo do
hospedeiro intermediario; e.- Esporocisto mae; f.- Esporocistos de primeira geragdo; g.- Esporocistos
de segunda geragdo; h.- Hepatopancrea; i.- Cercaria; j.- Esquistossdmulo.
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2.3 Interacdo Schistosoma mansoni - Biomphalaria

Para sobreviver, multiplicar-se e completar o ciclo de vida, S. mansoni deve ser
imunobiologicamente compativel com os hospedeiros e esta associagdo esta definida por um
alto nivel de especificidade. O molusco que permite o desenvolvimento destas etapas ¢
considerado susceptivel para um parasito compativel (FRIED; GRACZYK, 1997). A
compatibilidade pode ser definida como a expressdo da genética sobre os estados fisicos e
fisiologicos (incluindo o quimico) tanto do parasito quanto do molusco que permitem ao
parasito penetrar e se desenvolver com o fim de garantir uma interacdo duradora no tempo
(CHENG, 1968; COMBES, 1995). Em contrapartida, a incompatibilidade do molusco ocorre
quando a expressdo do componente genético determina o desenvolvimento de fatores fisicos e
fisiologicos que impedem parcial ou completamente o estabelecimento e o desenvolvimento
normal do parasito (CHENG, 1968). Se um miracidio entra no molusco e encontra um
ambiente interno fisioldgico e/ou bioquimico que ndo favorece o seu completo
desenvolvimento, este hospedeiro ¢ considerado inadequado ou resistente (FRIED;
GRACZYK, 1997). Tanto a compatibilidade quanto a incompatibilidade sdo caracteristicas
importantes na determinacio da evolugdo do parasito dentro dos moluscos. E importante
salientar que a associagdo especifica parasito-molusco ¢ modulada por filtros ou fatores
biologicos, ecologicos, bioquimicos, imunoldgicos e genéticos (NEWTON, 1953;
ALVAREZ; DELGADO, 1999).

Sabe-se que fatores ecologicos (abioticos e bioticos) como a relagdo entre a temperatura
e a evolugdo da infecgdo por S. mansoni nos hospedeiros intermediarios exercem influéncia
direta na eclosdo miracidiana, no encontro entre hospedeiro intermedidrio-parasito e na
emissdo das cercarias (ALVAREZ; DELGADO, 1999; BARBOSA; OLIVIER, 1958;
FAVRE et al., 1995; CARVALHO et al., 2008; FERNANDEZ; PIERI, 2001; STADEN,
1952). Alguns estudos mostraram que temperaturas baixas (23 a 25°C) retardam o
desenvolvimento da infec¢do dentro do molusco ¢ em conseqiiéncia o nimero das cercarias
eliminadas pelos moluscos ¢ menor (FERNANDEZ; PIERI, 2001). Neste caso, o periodo
prepatente pode ir de 35 a 56 dias (STADEN, 1952). No entanto, temperaturas entre 31 e
33°C podem acelerar o periodo prepatente obtendo-se a saida de cercarias no 18° dia pos-
infeccdo (BARBOSA, 1959). Além da temperatura, os parametros fisico-quimicos da agua

como pH, concentragdo de célcio, porcentagem do oxigénio dissolvido e condutividade sao
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importantes na distribuicdo dos hospedeiros intermedidrios e suas taxas de infecgdo
(DILLOM, 2000).

Por outro lado, a localizacdo geografica (simpatria e alopatria) tanto do parasito quanto
do caramujo também influenciam a relagdo parasito-molusco. A relagdo simpatrica ocorre
quando duas populacdes de espécies diferentes ocupam a mesma area geografica. Populagdes
da mesma espécie, ou ndo, que habitem ambientes diferentes e distantes do ponto de vista
geografico, sdo considerados alopatricas (ARMENIO et al., 1991). Neste sentido, Théron et
al. (1997) mostrou que nas combinagdes B. glabrata - S. mansoni ocorrem diferencas intra-
especificas entre combinagdes geograficas. Nesta mesma ordem de ideias, alguns estudos
mostram que a aptiddo do parasito ¢ maior quando ele estd em seu ambiente simpatrico do
que em condigdes alopatricas devido a pressoes seletivas sofridas que resultam na
implantacdo de uma adaptacao local (MORAND et al., 1996; WEBSTER et al., 2004).

Com relacdo aos fatores biolégicos, a interacdo parasito - molusco pode ser
influenciada pela idade e tamanho do hospedeiro e pela quantidade de miracidios penetrantes.
A influéncia da idade na combinagdo S. mansoni - Biomphalaria ainda nao ¢ completamente
definida, mas tem sido alvo de estudos (FAVRE et al., 1995; GERARD et al., 1993;
GERARD; THERON, 1995; FERNANDEZ; THIENGO, 2002; THERON, 1981). Niemann e
Lewis (1990) afirmam que a susceptibilidade de B. glabrata e a produgdo de cercarias de S.
mansoni sdo fortemente influenciadas pelo tamanho do hospedeiro e ndo por sua idade, uma
vez que a capacidade de desenvolvimento de muitos esporocistos primarios (que determinam
o numero dos esporocistos filhos produzidos) diminui com o tamanho do hospedeiro. Gérard
et al. (1993) verificaram que, além do tamanho do molusco, a dose miracidial na ocasido da
exposi¢ao modifica a dindmica de desenvolvimento da populacdo de esporocistos filhos e
interfere na produgdo de cercarias em virtude do comprometimento de espacgo e da energia no
hospedeiro. Além disso, a longevidade dos moluscos hospedeiros pode ser alterada com a
carga parasitaria devido a severa alteracdo dos tecidos parasitados (MALEK, 1985). Somam-
se a esta situagdo, os resultados dos estudos de Lancastre et al. (1984), em que os miracidios
fémeas seriam mais virulentos que os machos, porque moluscos parasitados por este sexo tém
uma longevidade mais curta.

Quanto aos fatores genéticos, estudos realizados por Paraense e Corréa (1973),
sugerem que a variacdo na susceptibilidade seria um aspecto da variagdo intra-especifica do
molusco e os graus de susceptibilidade dependeriam da frequéncia relativa dos genétipos
resistentes e susceptiveis em cada populagdo. J& Magalhdes e Dias (1973) sugeriram que a

susceptibilidade dos planorbideos a infec¢do pelo S. mansoni estaria em dependéncia do
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comportamento do verme e do caramujo que apresentariam variagdes inter e intra-especificas.
Além disso, conforme sugerido por Webster et al. (2004), no bindmio molusco -
esquistossomo, ¢ aplicavel a relacdao “gene-for-gene”, isto €, para cada gene condicionando a
susceptibilidade existe um gene especifico condicionando a patogenicidade do parasito. Deste
modo, a contra-sele¢do de qualquer efeito patogénico inutil ¢ um fato muito geral, porque o
interesse do parasito € manter a transmissdo. Assim, este mantera o efeito patogénico nos
casos de aumento da fitness permitindo a continuidade da transmissdo, apesar de ocasionar a
morte do hospedeiro. No sentido contrario, a morte do hospedeiro poderia ocasionar uma
reducdo da fitness com reducdo da patogenicidade para poder dar continuidade ao ciclo
biologico (COMBES, 1995). Para o S. mansoni, alguns estudos mostram que a patogenicidade
do parasito sobre o molusco parece estar associada com as formas clinicas mais graves e com
a taxa de reproducdo do parasito (WEBSTER; DAVIES, 2001; WEBSTER et al., 2004).
Assim, as cepas mais virulentas afetam negativamente a sobrevivéncia dos hospedeiros e a
producdo de ovos do parasita ¢ reduzida, porque existe um maior investimento de energia na
infectividade e na viruléncia (WEBSTER; DAVIES, 2001; WEBSTER et al., 2004).

Com relagao aos fatores imunolégicos na interaciio parasita - hospedeiro, o sistema
interno de defesa dos moluscos ¢ composto pelos componentes celular e humoral e os
hemocitos circulantes constituem a principal linha de defesa celular. Sdo células fagociticas
que circulam na hemolinfa e migram para os tecidos conjuntivos podendo encapsular e matar
as larvas digenéticas por fagocitose, langar substancias citotoxicas, ou ambos (ADEMA;
LOKER, 1997). Isto significa que os hemocitos tém um importante papel no controle da
compatibilidade das associacdes parasito-molusco (SAPP; LOKER, 2000). Estes sdo
originados em uma pequena area da zona reno-pericardial do molusco, designada de “6rgao
formador de amebdcito” ou APO (ANDRADE; SOUZA, 2006). Em B. glabrata resistentes, o
encapsulamento do S. mansoni pelos hemocitos e a provavel liberagdo de substincias
citotoxicas para que ocorra a fagocitose, constituem a principal linha de defesa imunologica
desenvolvida (MATRICON-GONDRAN; LETOCART, 1999). Mesmo quando o caramujo B.
glabrata se mostra sensivel a infec¢do natural ou em condigdes de laboratorio, a hemolinfa
desse hospedeiro representa um grande fator de defesa contra a invasdo da larva do S.

mansoni (SAPP; LOKER, 2000).
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2.4 Genoma do S. mansoni

S. mansoni tem oito pares de cromossomos (2n = 16), dos quais sete sdo autossdmicos e
um sexual (SHORT; MENZEL, 1960; SHORT et al., 1979). Assim, a fémea ¢ heterogamética
(ZW) e o macho homogamético (ZZ) (SHORT; GROSSMAN, 1981). O sexo ¢ determinado
no zigoto por um mecanismo de mutagdo. O tamanho do genoma haploide ¢ de
aproximadamente 2,7 x 10® pares de base (pb), com um contetido de guanina e citosina de
29,2% (MARX et al., 2000). De acordo com Simpson et al. (1982 apud SIMOES, 2005, p. 7):
“O genoma ¢ constituido 4% a 8% de sequéncias de DNA altamente repetitivas (>1000
copias), 35% a 40% de sequéncias de DNA de média repetitividade (~100 cdpias) e
aproximadamente 60% representam familias de genes ou regides de copia Unica”. Estima-se

que o genoma do S. mansoni contenha entre 15.000 e 25.000 genes (LoVERDE et al., 2004).

2.5 Estudos da variabilidade genética do S. mansoni

A andlise eletroforética de isoenzimas foi a primeira técnica usada para estudar a
variabilidade genética (PASTEUR et al., 1987) sendo uma ferramenta fécil a se desenvolver,
de custo baixo e com um marcador codominante, porém os niveis de polimorfismo detectados
eram geralmente baixos. O primeiro estudo mostrando o uso desta ferramenta foi
desenvolvido sobre vérias cepas alopatricas (Africa, Sudeste de Asia, América do Sul, India
Oriental) de S. mansoni que apresentavam diferentes niveis de infectividade sobre B.
glabrata. Estudo pioneiro, usou 14 sistemas enzimaticos, observando que 7 dos 18 loci
estudados mostravam-se polimorficos, embora ndo tenha sido possivel determinar uma clara
correlacdo entre infectividade e polimorfismo isoenzimético (FLETCHER et al., 1981). Doze
anos mais tarde Navarro et al. (1992) usaram a mesma técnica para o estudo da variabilidade
entre cepas alopatricas (Venezuela e Brasil) e mostraram existir diferengas entre os grupos,
mas nao em inter-grupos.

No inicio dos anos da década de 1980 diversas técnicas foram utilizadas para analisar o
genoma do S. mansoni. Inicialmente, o “Southern blotting” foi usado para estudos da
variabilidade genética desta espécie do parasito. Posteriormente, foram usadas sondas de

RNA ribossomal (rRNA), hibridizadas ao DNA gendmico com enzimas de restricdo, para
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identificagdo de espécies e cepas deste parasito. Também foram usados marcadores
moleculares detectdveis como polimorfismos de tamanho de fragmentos de restri¢cao
(Restriction Fragments Lenght Polymorphisms - RFLP) com uma sonda de gene ribossomal
(McCUTCHAN et al., 1984; DEPRES et al., 1993; KAUKAS et al., 1994).

A técnica da “Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)” na década dos 1980,
desenvolvida por Mullis e Faloona (1987), tornou-se uma técnica extremamente atrativa nos
estudos de variabilidade genética através de estudo do rDNA e mtDNA, porque além de
permitir confirmar os achados obtidos por técnicas como eletroforese de isoenzimas ou uso de
sondas de rRNA, estava de fato aportando muita informacgdo sobre o genoma da espécie
problema (SIMPSON et al., 1984). Entre as primeiras técnicas usadas para identificar
marcadores genéticos no inicio dos anos 90 destaca-se o Arbitrarily Primed Polymerase Chain
Reaction (AP-PCR) (WELSH; McCLELLAND, 1990). Quase simultaneamente Williams et
al. (1990) publicaram a aplicagdo da mesma técnica com o nome de Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD). Nao obstante, a metodologia desenvolvida por Welsh e Mc-
Clelland difere da proposta por Williams et al. (1990) em rela¢do ao tamanho dos iniciadores.
Este tltimo usou iniciadores de nove ou dez nucleotideos com 50% a 80% de G+C.

A técnica RAPD produz marcadores genéticos dominantes e se caracteriza por ser um
processo simples, baseado na amplificagdo do DNA gendémico com ajuda de primer de
sequéncia de nucleotideos arbitraria que detecta a variabilidade ou polimorfismos genéticos.
Cada primer amplifica por PCR varios segmentos de DNA (detectados por eletroforese em
gel de agarose corados com brometo de etideo) e muitos deste mostrardo o polimorfismo
existente entre os grupos analisadas (espécies, cepas ou subpopulag@o). Esta variabilidade se
expressa com a presenga ou auséncia das bandas (produtos amplificados na PCR), isto pode
ser interpretado como uma perda da informagao ao ser comparado com marcadores genéticos
codominates e polimorficos como o caso dos microssatélites ou o polimorfismo de base inica
(SNPs). O RAPD gera uma fonte grande de dados, sendo mais informativo sobre a estrutura
das populacdes e sua diversidade genética do que as isoenzimas (CAMPBELL et al., 2000).
Em contrapartida, a amplificacdo dos microssatélites pela PCR ¢ uma excelente ferramenta
para estudo da diversidade. Os microssatélites sdo pequenas sequéncias de DNA repetidas,
contendo de 1 a 6 bases repetidas em fandem (OLIVEIRA et al., 2008), amplamente
distribuidas nos cromossomos de eucariotos (CHALERSWORTH et al., 1993). Devido ao
carater polimorfico os microssatélites sdo usados em andlises de variabilidade genética, na

diferenciagdo entre individuos (HAGELBERG et al.,, 1992; OLIVEIRA et al., 2008),
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estimativa de fluxos génicos (CURTIS; MINCHELLA, 2000) e em estudos populacionais
(SHRIVASTAVA et al., 2005).

Com a existéncia de projetos para sequenciamentos do S. mansoni em larga escala
aumentou-se o interesse em descobrir novos tipos de marcadores, a exemplo dos
polimorfismos de base tnica ou SNPs (OLIVEIRA et al., 2008). No caso dos humanos, os
SNPs sdo hoje descritos como o tipo de variagdo genética mais frequente no genoma e tém
recebido atencdo especial em estudos genéticos devido a sua abundancia e estabilidade,
comparado aos microssatélites (GRAY et al., 2000), além de poderem estar diretamente
ligados a fendtipos de interesse (GENTILE; OLIVEIRA, 2008).

Por outro lado, quase 20 anos apds a descoberta do genoma, os avangos sdo ainda muito
modestos sobre os estudos de expressdo gé€nica e pouco o quantitativo de proteinas com
sequéncias depositadas em bancos de dados. Em acréscimo, o desenvolvimento do ntimero de
marcadores polimérficos como Microssatélites e Polimorfismo de Base Unica (SNPs) para
uso em grande escala gendmica, também ¢ insuficiente para permitir uma verifica¢do global

do polimorfismo de S. mansoni.

2.6 Significados evolutivos da variabilidade genética das populacées dos parasitos e sua

implica¢io na epidemiologia da doenca

Dentro das populagdes haploides, a propor¢do dos individuos que apresentam um
determinado alelo, permite determinar a frequéncia deste alelo dentro da populagdo. No caso
dos organismos diploides como o Schistosoma, os genes estdo pareados dentro dos
individuos, portanto para se descrever a estrutura genética da populagdo para um determinado
locus € necessario considerar tanto a frequéncia genotipica como a frequéncia alélica
(OLIVEIRA et al., 2008). A frequéncia genotipica pode ser descrita como frequéncia de
diferentes gen6tipos no loco considerado e o conjunto desta frequéncia permitird determinar a
estrutura genotipica da populagdo para este loco. A frequéncia alélica ou frequéncia génica
pode ser descrita como frequéncias dos diferentes alelos para o loco considerado na populagao
(OLIVEIRA et al., 2008). Por meio da determinacdo destes parametros ¢ possivel analisar a
estrutura genética das populagdes. Além disso, essa informagdo ¢ de grande importancia para

compreender 0s processos micro e macroevolutivos.
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Segundo Queiroz (2002, p. 39), “A variabilidade genética ¢ um atributo das populagdes
naturais, constatada através da existéncia de duas ou mais formas alélicas na maioria dos
locos genéticos investigados™. Na escala local, estas alteragdes genéticas podem ser mantidas
no espago € no tempo, por processos microevolutivos como os eventos mutacionais
(substituicdes de nucleotideos, insercdes/delegdes, conversdes génicas e recombinagdo
interalélica), deriva genética, fluxo genético e sele¢do natural (HEDRICK, 2000). Também
existem outros fatores que podem influenciar a variabilidade genética dentro e entre as
populagdes dos parasitos, como a mobilidade dos hospedeiros, o0 modo de reprodugdo dos
parasitos, a complexidade do ciclo biolégico, o tamanho das infrapopulacdes, o uso de
hospedeiros especificos e os fatores bidticos e abidticos (HUYSE et al., 2005; PRUGNOLLE
et al., 2003).

A diferenciacdo genética das populagdes dos parasitos pode estar determinada pela
existéncia de um processo de especiacdo ou por uma incipiente diferenciagdo genética
determinada pelos niveis de compatibilidade nas intera¢des parasito-hospedeiros, sendo o
fluxo génico e a migragdo, varidveis importantes na defini¢ao destes processos. Na defini¢ao
dos termos “migracdo” e “fluxo génico”, a taxa de fluxo génico pode ser medida pelo nimero
de individuos migrantes que se desloca entre diferentes areas geograficas e que se
reproduzem, podendo alterar a distribuicdo espacial dos genes (PERECIN, 2000). Assim, o
fluxo génico entre populagdes estabelecidas reduz a diferenciagcdo genética entre elas, sendo
um dos mecanismos responsaveis pela introducao de novas variagdes na populagdo receptora
(WRIGHT, 1931). O fluxo génico pode ser interpretado através de varios modelos genéticos
tedricos, como por exemplo: o Modelo Continente-Ilha, em que o fluxo de alelos ocorre em
uma Unica diregdo, partindo de uma populagio grande para uma populagdo menor e isolada; o
Modelo de Ilhas, onde o movimento de alelos se da ao acaso, em qualquer dire¢do, entre um
grupo de pequenas populagdes; o Modelo Stepping Stone, onde o fluxo génico ocorre apenas
entre populacdes vizinhas; e o Modelo de Isolamento por Distincia, em uma populacao
continua onde o fluxo de alelos ocorre entre vizinhos préximos (PERECIN, 2000).

As variagdes geograficas da estrutura genética das populagdes de Schistosoma estdo em
dependéncia dos processos coevolutivos determinado pela interacdo parasito - molusco
(DUMONT et al.,, 2007, MORGAN et al. 2001; 2005; WEBSTER; DAVIES, 2001;
WEBSTER et al., 2004). A interpretacdo dos processos coevolutivos pode ser feita através
dos modelos teoricos Frequéncia-Dependéncia ou “Red Queen”, cujas teorias propdem que
mesmo que o ambiente fisico ndo mude, as espécies mudam dentro do tempo para responder

as mudancas induzidas pelas outras espécies que compoem o ecossistema (COMBES, 1995);
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o modelo Coevolug¢do Denso-Dependente sugere que a interacdo parasito-hospedeiro pode
alcangar um equilibrio e mostrar ciclos persistentes, que dependem das condi¢des iniciais. O
Custo-Beneficio Trade-Offs nao acontece no modelo de Frequéncia-Dependéncia ou a
Sele¢do Denso-Dependente, ja que a coevolugdo do hospedeiro pode favorecer a fixacao de
niveis 6timos de resisténcia, infectividade e viruléncia, mas isto pode mudar no tempo e no
espaco por causa dos cambios do Custo-Beneficio. Na Teoria do Mosaico Geogrdfico propde-
se um mosaico entre as populagdes, que favoreceria o desenvolvimento dos processos
coevolutivos em diferentes direcdes entre e intra populacdes (WEBSTER et al., 2004;
WEBSTER; DAVIES, 2001). E importante salientar que tanto a ordem da explicacdo dos
modelos como sua aplicacdo ndo implicam uma hierarquia, nivel de importancia ou de
exclusdo entre os modelos, pelo contrdrio, um modelo poderia se apoiar em outro para
complementar a explicagdo dos processos coevolutivos dos parasitos - hospedeiros.

Dentro do contexto epidemiologico, a compressao do processo de coevolugdo parasito -
molusco tem um papel importante na explicacdo da manuten¢do do polimorfismo relacionado
com os modos de transmissado, a viruléncia, infectividade, e resisténcia aos farmacos por parte
dos parasitos (HUYSE et al., 2005; PRUGNOLLE et al., 2003, 2006; WEBSTER et al., 2004;
WEBSTER; DAVIES, 2001).
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3 ARTIGO - ANALISE DA INFLUENCIA DOS FATORES BIOTICOS E
ABIOTICOS SOBRE A DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DO GENERO
Biomphalaria NO ESTADO DE PERNAMBUCO

3.1 Introducao

A esquistossomose mansdnica ¢ uma parasitose que esta vinculada particularmente as
condi¢cdes hidro-bioldgicas dos criadouros dos caramujos hospedeiros intermedidrios, situacao
socio-econdmica e epidemiologica das populagdes humanas das areas de risco. No Brasil ha
11 espécies descritas do género Biomphalaria (BRASIL, 2008), porém apenas trés foram
identificadas como vetores naturais de Schistosoma mansoni, estas sdo: B. glabrata, B.
tenagophila e B. straminea e duas espécies sdo consideradas hospedeiras intermedidrias
potenciais, B. amazonica e B. peregrina (BRASIL, 2008; CALDEIRA et al., 2009). Em
Pernambuco héd duas espécies de moluscos incriminados na transmissao do S. mansoni:
Biomphalaria straminea e B. glabrata. O B. straminea, principal vetor em ocorréncia e
extensdo geografica, estd presente no Agreste e na Zona da Mata de Pernambuco exibindo
baixas taxas (inferior a 5%) de infec¢do natural. Apesar disto, a constante exposicdo das
pessoas aos focos mantém altos os niveis de endemicidade da doenga (BARBOSA et al.,
2010; FAVRE, 1995, 1999; FAVRE et al., 2001; PARAENSE; CORREA, 1989). Por outro
lado, B. glabrata é encontrado principalmente em 4areas litoraneas deste Estado, onde ¢
responsavel por muitos focos ativos e apresenta taxas de infec¢do natural em torno de 20%
(BARBOSA et al., 2000a). Esta situagdo sugere uma separacdo geografica entre as duas
espécies vetoras, no entanto, ndo estd claro, na literatura, quais sdo os fatores bidticos e
abidticos que estdo favorecendo a distribuicdo geografica destas espécies vetoras, no Estado
de Pernambuco.

Em acréscimo, os estudos mais recentes sobre a ecologia do Biomphalaria neste Estado
foram realizados ha cerca de uma década, por Bezerra da Silva et al. (2000). Durante este
periodo tém acontecido mudangas importantes, tanto no modo de produgdo econdmica
(desenvolvimento turistico e industrial) como na ocupagdo do espago urbano por parte das
populacdes humanas. Isto tem impactado negativamente os ecossistemas. Neste sentido, a
importancia de estudar os aspectos ecoldgicos do habitat do Biomphalaria como a

composicdo especifica da vegetacdo, os pardmetros fisico-quimicos da dgua, condi¢des hidro-
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geogréaficas, tipos de solos e os periodos climaticos, etc., t€m como finalidade estabelecer
indicadores que permitam explicar a atual distribuicdo geografica destes vetores e em
consequéncia a ocorréncia da transmissdo (AMARISTA et al., 2001; BARBOSA;
BARBOSA, 1994; GIOVANELLI et al., 2003; KLOOS et al., 2004). A relagdo positiva
destas varidveis (bidticas e abidticas) com os vetores determina o grau de segregacdo dos
habitats, nichos e sua distribuicdo geografica (AMARISTA et al., 2001; GUIMARAES et al.,
2001).

Por outro lado, como j& foi indicado acima, as duas espécies de Biomphalaria
incriminadas na transmissdo da esquistossomose do Estado de Pernambuco apresentam
diferengas quanto as taxas de infec¢do natural. Desta forma, o uso da técnica tradicional
(exposi¢do direta a luz) e a abordagem molecular [técnica Polymerase Chain Reaction-Nested
(Nested -PCR)] como técnica complementar para o diagndstico da positividade causada por S.
mansoni sobre estes vetores permitiu identificar os focos ativos. Além disso, a vantagem da
implementag¢do da técnica Nested -PCR nos trabalhos de campo, estd relacionado com o
aumento da sensibilidade do diagndstico, principalmente nas areas que apresentam vetores
com baixos niveis de compatibilidade ou susceptibilidades e periodos pré-patentes variaveis,
como no caso de B. straminea. A Nested-PCR, ¢ um sistema que se encontra otimizado no
Departamento do Parasitologia/Centro de Pesquisa Aggeu Magalhaes-Fiocruz Pernambuco.
Este sistema ¢ muito sensivel (94%) e pode detectar entre 0.4 e 4 ng/reacdo de DNA de S.
mansoni no Biomphalaria exposto (MELO, 2006).

O exposto acima justificou a realizagdo de um estudo de campo no Estado de
Pernambuco, com o objeto de analisar a influéncia dos aspectos ecologicos sobre a
distribui¢do do género Biomphalaria e as taxas de infeccdo natural causada por S. mansoni.
Estes conhecimentos serdo imprescindiveis para o planejamento e desenvolvimento das agdes

de controle do programa de esquistossomose.
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3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo geral

Analisar alguns aspectos ecoldgicos e determinar as taxas de infec¢do natural do género

Biomphalaria no Estado de Pernambuco.

3.2.2 Objetivos especificos

a) Determinar a taxa de infec¢@o natural dos hospedeiros intermediarios pelas técnicas
tradicional e Nested-PCR.
b) Analisar a influéncia dos fatores bidticos e abidticos sobre a distribuicao geografica

do género Biomphalaria nos municipios selecionados.

3.3 Metodologia

3.3.1 Desenho do estudo

A escolha de varios municipios para fazer as coletas dos moluscos de importancia
médica uma vez no espaco e no tempo no Estado de Pernambuco permitiu a realizagdo de um
estudo ecologico. Neste trabalho a unidade de andlise foi a abundancia relativa, a qual foi

determinada em cada ponto de coleta para cada espécie de molusco.
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3.3.2 Distribui¢do geografica dos moluscos do género Biomphalaria

3.3.2.1 Area de estudo

Os critérios de escolha das areas de estudo foram a endemicidade (taxa de prevaléncia e
de intensidade da infec¢do) da doencga e as facilidades de acesso as localidades. Deste modo,
foram selecionados os seguintes municipios: Itamaracd, Goiana, Sdo Lourengco da Mata,
Olinda, Paulista, Jaboatdo dos Guararapes, Ipojuca, Itaquitinga, Timbauba, Alianca, Itambé,
Cha de Alegria, Cortés, Gameleira (Zona da Mata), e Garanhuns (Agreste). No municipio de
Goiana (escala local), selecionaram-se as seguintes localidades: no litoral (Praia de Carne de

Vaca, Praia de Ponta de Pedra) e na 4area rural (Impoeira).

3.3.2.2 Coleta dos moluscos

Esta atividade foi realizada durante o periodo de maio de 2007 a maio de 2008. Todos
os criadouros e cursos de agua selecionados foram avaliados s6 uma vez. Depois de cada
avaliacdo foi determinada a abundancia relativa ou o nimero de moluscos de cada uma das
espécies encontradas por unidade de tempo definida e por ponto de coleta. Cada amostra
implicou em uma coleta aleatoria sem reposi¢do de todas as espécies de moluscos presentes
nesses habitats. Para tal fim utilizou-se uma concha (diametros: abertura 20 cm, profundidade
15 cm, fundo 15 cm) perfurada para facilitar a saida da dgua. O tempo da coleta foi de 30 min.
em cada ponto, pesquisando o fundo, as bordas e os diferentes estratos de vegetacao
(OLIVER; SCHNEIDERMAN, 1956). Em todas as coletas foram registrados os seguintes
dados:

a) Nome do local;

b) Nome da pessoa que coletou;

¢) Data e hora;

d) Numero total individuos coletados (espécies/30 conchadas/m”), em cada uma das

estacoes;
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e) Cada ponto de coleta foi geo-referenciado com ajuda de um GPS (Sistema de

Posicionamento Global), marca Magellan.

3.3.2.3 Fatores bidticos e abioticos

As variaveis bidticas que foram selecionadas sdo as seguintes: todas as espécies de
moluscos e todas as espécies de plantas aqudaticas encontradas nas areas de coletas. Nos
criadouros pesquisados as varidveis abioticas selecionadas foram: os tipos de habitat e os
tipos de substratos presentes.

De todos os moluscos coletados em cada criadouro alguns foram selecionados
aleatoriamente para a identificagdo taxonomica da espécie. Neste sentido, foi realizada a
disseccdo dos espécimes e sua identificacdo foi realizada com base em Souza e Lima (1997) e
no “Guide for the identification of the snail intermediate host of Schistosomiasis in the
Americas” (MALEK, 1974, 1985). Para os espécimens vegetais, a identificagdo foi feita com

base no “Guia de campo para identificagdo de plantas aquaticas” (AMARAL et al., 2008).

3.3.2.4 Analise dos dados ecologicos pelo teste de Correlagdo Canonica (ACC)

Dentro dos modelos multivariados, encontra-se o teste de Correlagdo Canonica, o qual
permite correlacionar diversas variaveis dependentes com diversas variaveis independentes.
Para aplicar esta analise estatistica foi necessario construir duas tabelas, (1) para as variaveis
dependentes: abundancia relativa de todas as espécies de moluscos coletadas e (2) para as
variaveis independentes: bidticas (plantas aquaticas) e abioticas. Do cruzamento destas duas
tabelas se originam quatro eixos ou ordenadas. A aplicacdo desta analise consiste em fazer a
escolha dos eixos que maximizem a relacdo entre a combinacgdo linear das varidveis
independentes. Os resultados dessas ordenacdes foram representados sobre a forma de uma
carta fatorial onde foram colocadas todas as variaveis independentes (tomando forma de uma
nuvem de pontos) que estavam conectadas ao centro de gravidade dos eixos por meio dos
vetores lineares (Figura 2). Desta forma, o angulo que se formou da unido dos vetores que

tocaram as variaveis independentes indicaram uma correlagdo positiva entre essas e a variavel
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dependente e, no caso contrario indicaram uma correlagdo negativa (Figura 2). As varidveis
que mostraram uma correlagdo positiva podem ser consideradas como indicadores da
presenca da variavel dependente, ou seja, a presenca de uma espécie em particular.

Este tipo de analise foi usado para estudar: a influéncia das variaveis ambientais
(bidticas e abidticas) sobre a distribui¢do da abundancia relativa das espécies do género
Biomphalaria. Os dados das variaveis coletadas foram analisados com ajuda do software
Canoco versao 4,0 (BRAAK; SMILAUER, 1998). Além disso, usou-se a posteriori o teste de

Monte Carlo para avaliar a hipotese de nulidade ou de auséncia de estrutura candnica.

INALISE DE DADOS

°
Estacdo i
Tabela da abundancia dos moluscos ° om "
A g
Estagdo 1
Estacgdo 2 (-] u
Moluscos
~ . [ ] [ ]
Ordenacédo de tipo °
AFC -
[ ]
[ ]
] °
Variaveis
A | | Ambientais K
Estagdo n

Tabela das variaveisambientais

Figura 2. Esquema da construcdo da analise de correlagdo canonica.
Fonte: Adaptado de Braak (1986).
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3.3.3 Taxa de infec¢do natural dos hospedeiros intermediarios pela técnica tradicional e

Nested-PCR

3.3.3.1 Positividade dos hospedeiros intermedidarios

As amostras do género Biomphalaria analisadas através da metodologia tradicional
(exposi¢do direta a luz) e a abordagem molecular (Nested-PCR) correpondem as coletas
realizadas durante o ano 2008, nos municipios de: Timbauba, Goiana, Itamaracd, Paulista,

Olinda, Recife, Jaboatao dos Gurarapes, Gameleira, Ipojuca, Igarassu, e Tamandaré.

3.3.3.2 Método convencional

Um dia ap6s cada coleta de campo, os caramujos foram colocados individualmente em
cubas (100 cm’®) contendo agua desclorada, e submetidos a foto-estimulacdo artificial direta
(lampada de 60 W), durante aproximadamente 1 hora para a verificagdo da positividade para
S. mansoni, através da emissao de cercarias (KUNTZ, 1946). A taxa de infeccao natural (TIN)

foi determinada através da formula:

TIN = N° de moluscos parasitados / N° de moluscos coletados X 100.

As avaliagOes posteriores foram realizadas duas vezes por semana durante um periodo de

40 dias ap0s a coleta.

3.3.3.3 Abordagem molecular

Como ferramenta de diagndstico complementar foi usada a técnica Nested-PCR
(ABATH et al., 2002; MELO, 2006), para identificar a presenca do DNA do parasito S.

mansoni nos caramujos coletados no campo. A aplicagdo desta técnica foi feita nos moluscos
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Biomphalaria que resultaram negativos depois de serem avaliados pela metodologia

convencional. Essa abordagem molecular foi antecedida pelos seguintes procedimentos:

extracdo e quantificagdo do DNA e a realizagao da Nested-PCR.

3.3.3.3.1 Extracdo do DNA dos moluscos coletados no campo

Para a extracdo e purificacio do DNA, usamos o protocolo desenvolvido por Melo

(2006 p. 63):

A amostra tecidual do género Biomphalaria foi macerada, homogeneizada e
suspendida em solucdo de lise (NaCl 100mMI; TrisCl 10mM, pH 8; SDS 0,5%;
Proteinase K 20mg/ml) na propor¢do de 1,2 ml/g de tecido e incubado a 60°C
durante 1h; em seguida a amostra foi extraida uma vez com fenol, duas vezes com
fenol/cloroformio (1:1) e duas vezes com cloroformio/alcool isoamilico (24:1). A
cada etapa de extragdo o homogenato era centrifugado a 5.000 rpm por 7 min. Apds,
desprezado o sobrenadante, o sedimento foi ressuspendido em alcool isopropilico
absoluto gelado e centrifugado a 5000 rpm por 7 min. O “pellet” foi lavado uma vez
com etanol a 70%, centrifugado e seco ao ar, durante 30 min. O sedimento foi
ressuspendido em 1 ml de TE, incubado durante 1h a 42 °C, e armazenado a —20 °C,
para posterior quantificagdo. Dois microlitros foram utilizados para PCR.

3.3.3.3.2 Descricao da técnica Nested-PCR

A Nested-PCR ¢ uma adaptagdo da PCR convencional. Para esta fase do trabalho

utilizou-se o sistema Nested-PCR em duas etapas, otimizado por Melo (2006, p. 66):

Foram utilizados dois pares de primers em duas reagdes sequenciais, em tubos
diferentes em um total de 60 ciclos (30 ciclos cada). Na primeira reagdo, Schfoll e
Unvrel6 foram utilizados como primers externos, enquanto que na segunda reagao,
uma aliquota do produto amplificado da primeira PCR (2 pl) serviu como molde
para uma nova amplificacdo utilizando primers (Schfol7 e Schrel9) que anelam em
regido interna ao amplicon produzido na primeira rea¢do. Para que os amplicons
gerados na primeira PCR, sejam introduzidos na segunda reacdo, ha necessidade de
abrir o tubo da primeira reacdo. As misturas das rea¢des de amplificacdo consistiram
em KCl 50mM, Tris — HCI 10 mM, pH 8,3, MgCl, 1,5mM, dNTP 0,2mM
(Amersham Pharmacia Biotech, USA), 50 pmol de cada primer e 2,5 unidades de
Taq DNA polimerase. Na 1? reagdo, a fase de desnaturagdo foi realizada a 92°C por
30 s, a de anelamento a 65°C por 1 min. e a de extensdo a 75°C por 1 min., em um
total de 30 ciclos. Na segunda PCR as condigdes de ciclagem foram quase as
mesmas, mudando apenas a temperatura de anelamento para 58°C. Em paralelo, foi
desenvolvida uma hemi-Nested (HNPCR). Nessas abordagens, Schfol7/Unvrel6 e
Schfol7 e Schrel9, foram utilizados como pares de iniciadores externos e internos,
respectivamente. Schfol7 e Unvrel6 produziram um amplicon de 793 pb.
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Enquanto aos iniciadores Schfol7 e Schrel9 produzem um amplicon de 721 pb. Além
disso, o uso desta ferramenta permitiu aumentar a sensibilidade em comparacdo com a PCR

convencional, estimando-se sua especificidade entre 85% a 93,8% (MELO et al., 2006).

3.4 Resultados

3.4.1 Distribui¢dao geografica do género Biomphalaria nos municipios selecionados

Foram identificadas as seguintes espécies de moluscos de importincia médica:
Biomphalaria glabrata, B. straminea e B. schrammi (familia: Planorbidade) e Lymmnea
collumela (familia: Lymnaedae). Também se identificou: Pomacea insularum (familia:
Ampularidae), Thiara granifera e Melanoide tuberculata (familia: Melanidae), Physa
marmorata (familia: Physidae) e Depanotrema cimex (familia: Planorbidae). Além disso,
identificou-se uma abundancia relativa importante das duas espécies de molusco da familia
Melanidae na Zona da Mata norte e nas areas litoraneas.

Pela primeira vez foi registrada a presenca de B. straminea em ambientes costeiros dos
municipios: Itamaraca (Forte Orange), Paulista (Janga), Olinda (Bultrins e Jardim Fragoso) e
Goiana (Ponta de Pedra). B. schrammi foi encontrada a menos de 100 metros do mar, na
localidade de Ponta de Pedras (Goiana) e B. glabrata, foi identificada em localidade tipica da
Zona da Mata (Impoeira), no municipio de Goiana (Figura 4). B. glabrata e B. straminea
foram encontradas compartilhando as mesmas localidades litordneas em Forte Orange, Olinda

e Janga. No Janga estas espécies estavam compartilhando o mesmo habitat.
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Figura 3. Distribui¢@o geografica das espécies de moluscos de importancia médica.

Nota: Espécies de moluscos: Biomphalaria glabrata (Bg), B. straminea (Bs), B. schrammi (Bsc), Lymnea
collumela (Lm), Pomacea insularum (Pi), Thiara granifera (Tg), Melanoide tuberculata (Mg), Physa
marmorata (Pm) e Depanotrema cimex (Dc).

3.4.2 Influéncia dos fatores biodticos e abidticos sobre a distribuicdo geografica do género

Biomphalaria nos municipios selecionados

Em relagdo aos aspectos ecologicos de B. glabrata encontrou-se que esta espécie ocupa
uma diversidade de habitats permanentes (rios, regos, lagoas, pogos e canais) e temporarios
(charcos, cacimbas e corregos), geralmente com sombra. As altas densidades populacionais

desta espécie foram encontradas onde existe uma contaminagdo fecal direta e constante. Estes
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habitats se caracterizaram por apresentar os seguintes tipos de substratos: barro, areia e pedra.
Entre as plantas aquaticas identificadas nos criadouros avaliados estiveram: Echornia
crassipes, Pistia stratioste, Typha spp., Nymphae lotus, e muita graminea, principalmente nos
criadouros temporarios formados por areas alagadas pelas chuvas. Por outro lado, B.
straminea, se encontrou nos habitats semi-permanentes como regos € cOrregos, com agua
transparente, de pouca profundidade, baixa contaminacdo fecal e com muita influéncia da
radiacao solar. Entre os substratos tipicos desses habitats estiveram: argila, areia, pedras e, em
alguns casos, barro. As vegetagdes observadas com mais frequéncia foram: Nasturtium spp. €
gramineas.

As andlises multivariadas (ACC) mostraram que existe uma estrutura candnica, ja que a
hipotese de nulidade foi rejeitada. O primeiro eixo para as varidveis bioticas explica 83,8% da
variacao da distribuigdo geografica dos moluscos (p<0,002) (Apéndice A), e para as variaveis
abidticas, o primeiro eixo explica 82,5% (p<0,004) ) (Apéndice B). No caso de B. glabrata, as
variaveis que mostram uma correlagcdo positiva e explicam a presenga deste molusco sdo: tipo
de substrato (barro), vegetacdo (N. lotus, E. crassipes e P. estratioste) e habitats tipicos,
canais e lagoas. Para B. straminea, as varidveis que mostraram correlagdo positiva foram: tipo
de substrato (areia, pedra, argila e barro+pedra), tipo de vegetagdo (Nasturtium spp. e

gramineas) e habitats tipicos como: rego e cacimba (Figura 4 e 5).
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Figura 4. Correlagdo entre abundancia relativa das espécies de moluscos e as varidveis bioticas.

Nota: Variaveis bioticas: Nasturtium spp. (Veg_l), Echornia crassipes (Veg_2), Pistia stratiostes (Veg_3),
Typha spp. (Veg_4), Gramineas (Veg_5), Nymphae lotus (Veg_6), Taxas de infec¢@o natural de B. glabrata
(Tax-Bg) e B. straminea (Tax-Bs). Espécies de moluscos: Biomphalaria glabrata (Bg), B. straminea (Bs), B.
schrammi (Bsc), Lymnea collumela (Lm), Pomacea insularum (Pi), Thiara granifera (Tg), Melanoide
tuberculata (Mg), Physa marmorata (Pm) e Depanotrema cimex (Dc).
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Figura 5. Correlacdo entre abundancia relativa das espécies de moluscos e as variaveis abioticas.

Nota: Variaveis abioticas, Habitats permanentes: rio (Riv), rego (Cha), lagoa (Lag), poco (Wells), canal (Canal).
Habitats Temporarios: Charcos (Mar), cacimbas (W-H) e corrego (S Str). Subtratos: areia (Sa), areia + pedra (Sa
+ St), barro (Mud), e argila (Clay). Espécies de moluscos: Biomphalaria glabrata (Bg), B. straminea (Bs), B.
schrammi (Bsc), Lymnea collumela (Lm), Pomacea insularum (Pi), Thiara granifera (Tg), Melanoide
tuberculata (Mg), Physa marmorata (Pm) e Depanotrema cimex (Dc).
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3.4.3 Taxas de infec¢do natural dos hospedeiros intermedidrios determinadas pela técnica

tradicional e Nested-PCR

As taxas de infeccdo detectadas no Biomphalaria através da metodologia convencional
apontam a qualidade dos vetores Biomphalaria glabrata e B. straminea como responsaveis
pela transmissdo tanto em areas litordneas como rurais do Estado de Pernambuco (Tabela 1).

Destaca-se a qualidade de vetor de Biomphalaria glabrata responsavel pela manutencao de

altas taxas de infecc¢ao nas localidades onde foi encontrada (Tabela 1).

Tabela 1. Infeccdo natural determinada através da técnica convencional nos Biomphalaria glabrata e B.

straminea de dez municipios do Estado de Pernambuco, coletados no ano 2008.

Biomphalaria glabrata B. straminea
Municipios Localidades
Coletas Positivos % Coletas Positivos %
Timbatba Cruangi - - - 45 2 4,4
) Carne de Vaca 4312 44 1 - - -
Goiana
Impoeira 116 2 1,72 - - -
Itamaraca Forte Orange 186 - - 280 - -
Paulista Pau Amarelo 265 28 10,56 - - -
Janga 376 - - 338 3 0,9
Olinda Jardin Fragoso 62 1 0,62 125 - -
Bultrins - - - 35 - -
Recife Apipucos - - - 18 - -
Jaboatio D Dom Helder 1 52 2 3,85 - - -
ot 7 Dom Helder 2 1071 23 2,14 - - -
Hrarapes Sotave 1 65 24 37,0 - - -
Sotave 2 118 39 33,0 - - -
Gameleira Santa Terezinhal - - - 296 2 0,6
Santa Terezinha2 - - - 335 4 1,19
Porto de
Ipojuca Galinhas 469 ) ) i ) )
Cabo de Santo i ) ) 33 ) )
Agostinho
Igarassu Mangue Seco - - - 89 - -
Tamandare Tamandaré 194 32 16,49 - - -
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No que tange aos resultados da positividade obtida através da técnica Nested-PCR, fica
patente o valor desta técnica como ferramenta complementar de diagnostico uma vez que foi
possivel se detectar o DNA do parasito naqueles moluscos que ndo eliminaram cercarias pela
técnica convencional. Biomphalaria diagnosticado como positivo através desta técnica

evidencia a robustez da técnica Nested-PCR (Tabela 1 ¢ Quadro 1).

Municipio Localidades Espécie Positivo (+) /Negativo (-)
B. straminea +
Itamaraca Forte Orange
B. glabrata +
Goiana Ponta de Pedras B. straminea +
B. glabrata -
) Janga
Paulista B. straminea +
Pau Amarelo B. glabrata -
Olinda Bultrins B. straminea -
Recife Apipucos B. straminea +
Porto de Galinhas B. glabrata +
Ipojuca
Cabo de Santo Agostinho B. straminea +
Igarassu Mangue Seco B. straminea -
Tamandaré Tamadaré B. glabrata -

Quadro 1. Infeccdo natural determinada através da técnica Nested-PCR nos Biomphalaria glabrata e B.
straminea de oito municipios do Estado de Pernambuco, coletados no ano 2008.
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3.5 DISCUSSAO

3.5.1 Distribuicao geografica dos moluscos do género Biomphalaria no Estado de

Pernambuco

As coletas dos moluscos realizadas durante os anos 2007-2008 permitiram identificar a
presenga dos seguintes caramujos de importancia medico-veterinaria: Biomphalaria glabrata,
B. straminea, B. schrammi, Thiara granifera, Melanoide tuberculata e Lymnea collumela.
No Brasil, Lymnea collumela ja foi incriminada como vetor da Fasciola hepdtica nas Regides
Sul, Sudeste e Centro-Oeste ¢ em areas dos Estados do Amazonas, Bahia e¢ Paraiba
(OLIVEIRA et al.,, 2007, UETA, 1976). Além disso, Thiara granifera e Melanoide
tuberculata sdo conhecidas como eficientes competidores naturais de B. glabrata e B.
straminea (AMARISTA; BARBOSA, 2009; CALLISTO et al., 2005; GIOVANELLI et al.,
2003; GUIMARAES et al., 2001; POINTIER; GUYARD, 1992; POINTIER et al., 1993;
1994; POINTIER, 2001, THIENGO et al., 2001). Durante nosso trabalho de campo foi
possivel evidenciar que a maior abundancia relativa destes competidores foi observada na
Zona da Mata Norte e nas areas litoraneas, portanto, ¢ possivel pensar que estas espécies
poderiam ter um papel determinante no futuro sobre a redefini¢ao da distribuicdo geografica
do género Biomphalaria, nestas areas.

Por outro lado, as coletas de moluscos do género Biomphalaria permitiram mostrar a
existéncia das seguintes relagdes interespecificas: a) Biomphalaria glabrata e B. straminea
foram encontradas ocupando areas geograficas diferentes; b) B. glabrata, B. straminea ¢ B.
schrammi foram observadas ocupando o mesmo municipio, mas separados por alguns
kilometros; e ¢) em uma Unica situacdo B. glabrata e B. straminea, ocuparam 0 mesmo
habitat, mas em nichos separados o que permite hipotetizar a existéncia de uma segregacao de
nicho. Durante nossas observagdes de campo ficou evidenciado que em cada caso, cada uma
das espécies mostrou uma afinidade especifica para cada variavel bidtica e abiotica analisada.
Foi possivel descrever a nova distribuicdo geografica das espécies de Biomphalaria em
Pernambuco (Figura 3) como resultado complementar aos dados publicados pelo Ministério
da Saude (BRASIL, 2008) e aos dados obtidos pela expedigao realizada pelo grupo de
pesquisa Xistocanoe (BARBOSA et al., 2008) .
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O modelo multivariado (ACC) para avaliar a influéncia dos fatores bidticos e abidticos
sobre a distribuicdo geografica de Biomphalaria permitiu explorar a hipotese de segregacao
de nicho e, enriquecer a compreensao sobre as relagdes interespecificas entre os moluscos

Biomphalaria.

3.5.2 Influéncias dos fatores bidticos e abioticos sobre a distribuicao de B. glabrata e B.

Straminea

A literatura cientifica que trata das condi¢des controladas em laboratdrio mostram que
B. straminea ¢ uma espécie dominante (MICHELSON; DUBOIS, 1978; BARBOSA et al.,
1981; 1984; BARBOSA, 1987; FAVRE et al., 2001). A principal caracteristica que determina
essa dominancia sobre B. glabrata ¢ o fato de mostrar altas taxas de reprodugdo, tanto por
autofecundagdao como reprodugdo cruzada. Além disso, em alguns tipos de habitats e sob
certas condigdes esta espécie consegue reduzir significativamente as populagdes de B.
glabrata (BARBOSA, 1959; 1973; BARBOSA et al., 1981; 1984; FAVRE et al., 2001).
Nossos trabalhos de campo evidenciaram que cada uma das espécies de Biomphalaria tem
preferéncia por varidveis bidticas e abidticas diferentes corroborando a observacdo de Barbosa
et al. (BARBOSA; BARBOSA 1994, 1995) sobre o fato dessas espécies serem
ecologicamente excludentes. As andlises de correlacdo canonica além de confirmar a
separacdo geografica também atestam a separacdo ecoldgica mostrando auséncia de
competicao interespecifica.

Desta forma, pode-se dizer que a distribuicdo geografica das espécies do género
Biomphalaria esta condicionada pelas variagdes climaticas, disturbios naturais, alteragdes
antropicas e processos biogeograficos (competicdo inter e intra-especifica, a pressdo de
selecdo natural, segregacdo de habitat e nichos).

Dentro do contexto epidemioldgico, a constatacdo do deslocamento das duas espécies de
Biomphalaria assim como a separagdo ecoldgica e geografica evidenciada em Pernambuco,
sdao fatores que tem uma implicacdo direta na criagdo de novos focos de transmissdo da
esquistossomose, dai a importdncia da implementacdo de técnicas para o diagnostico
malacologico de infecgdo mais sensiveis como a Nested-PCR, para verificar a positividade
para o S. mansoni no Biomphalaria. Além disso, apesar de ter observado niveis de

compatibilidade diferenciada entre as duas espécies de Biomphalaria através das duas
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técnicas de diagnostico utilizadas, € possivel pensar que estas espécies estdo contribuindo de
forma conjunta e/ou individual na distribuicao geografica dos parasitos de S. mansoni. Esta
situacdo nos faz pensar sobre a seguinte pergunta: sera que os niveis de compatibilidade ou
susceptibilidade das duas espécies de moluscos estao exercendo uma pressao de selegdo sobre
a frequéncia e a distribui¢do geografica dos perfis genéticos que estdo circulando tanto na
escala local como na regional? Uma consequéncia desta situagcdo tem haver com o carater

focal e heterogéneo da epidemiologia da doenga.
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4 ARTIGO - INTERACOES DAS CEPAS DE Schistosoma mansoni - Biomphalaria
PRESENTES NO MUNICIPIO DE GOIANA-ESTADO DE PERNAMBUCO

4.1 Introduciao

O municipio de Goiana encontra-se na area endémica (7°33'38"" S e 35°00°09" W),
entre a Zona da Mata e o Litoral do Estado de Pernambuco, com uma prevaléncia humana de
8,5% e média da intensidade de infeccdo igual a 78,3 opg (BARBOSA et al., 2006). Nesta
regido, a circulagdo do parasito e sua constante interagdo com os dois hospedeiros
intermediarios (B. glabrata e B. straminea), aliado ao esquema de medicacdes sistematicas do
Programa de Controle da Esquistossomose podem estar sendo responsavel pela manutencao
da variabilidade das cepas de S. mansoni. Nesta area se desconhece como ¢ a interagao
parasito-molusco e, as implicagdes na dindmica da transmissao da doenga.

Em se tratando de susceptibilidade ou compatibilidade, ¢ importante salientar que a
associacdo especifica parasito-molusco ¢ modulada por filtros biologicos, ecologicos,
bioquimicos, imunolégicos e genéticos (ALVAREZ; DELGADO, 1999; NEWTON, 1953). O
estado de desenvolvimento do molusco também influencia na susceptibilidade ao S. mansoni
uma vez que foi comprovado que moluscos imaturos sdo mais suscetiveis que os maduros,
pois possuem uma imunidade inata pouco desenvolvida (FERNADEZ; THIENGO, 2002;
RICHARDS, 1973; 1975). Além disso, verifica-se que diferentes interagdes parasito-
hospedeiro ocorrem com variadas combinagdes de populagdes de B. glabrata e S. mansoni,
uma vez que, o status de resisténcia do molusco e a infectividade do parasito sdo
geneticamente controlados (YOSHINO; VASTA, 1996). Sabe-se ainda que essas interagdes
estdo em estreita dependéncia com os componentes ambientais especificos de cada foco
(AMARISTA, 1997; AMARISTA et al., 2001).

Dessa forma, este trabalho buscou avaliar a interacdo S. mansoni-Biomphalaria, em
condi¢des de campo e de laboratério em trés localidades do municipio de Goiana-
Pernambuco. Estes resultados elevaram o nivel de compreensao da dindmica da transmissao

local.
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4.2 Objetivos

4.2.1 Objetivo geral

Avaliar os niveis de susceptibilidade das interacdes Schistosoma mansoni-Biomphalaria
em condi¢des natural e de laboratorio, das cepas presentes no municipio de Goiana-Estado de

Pernambuco.

4.2.2 Objetivos especificos

a) Determinar as taxas de infec¢ao natural das populagdes de Biomphalaria presentes
nas localidades selecionadas do municipio de Goiana;

b) Analisar abundancia relativa das populagdes de Biomphalaria presentes nas
localidades selecionadas do municipio de Goiana;

c) Avaliar os niveis de susceptibilidade das interacdes Schistosoma mansoni-
Biomphalaria em condi¢des de laboratdrio, das cepas presentes nas localidades

selecionadas do municipio de Goiana.

4.3 Metodologia

4.3.1 Desenho de estudo

Foi eleito o municipio de Goiana (escala local), para realizar um estudo ecoldgico de
corte transversal e experimental sobre as cepas dos parasitos e dos moluscos presentes nesta
area. A finalidade desta parte do trabalho foi explicar a relagdo existente entre a dindmica

natural da abundancia relativa de B. glabrata e B. straminea presentes nas localidades
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selecionadas (Carne de Vaca, Ponta de Pedra e Impoeira) e a biologia das cepas de S. mansoni

que foram encontradas circulando nessas areas de estudo.

4.3.2 Dinamica natural da abundancia relativa e taxas de infeccdo das populagdes do
Biomphalaria, presentes nas localidades de Carne de Vaca, Ponta de Pedra, do

municipio de Goiana-PE

Para este estudo, foi seguida a mesma metodologia descrita no primeiro objetivo
especifico do primeiro capitulo, a qual corresponde tanto para a realizacdo das coletas do
Biomphalaria como para a verificagdo da positividade dos mesmos para o S. mansoni. Esta
parte do trabalho foi realizada no periodo de junho de 2008 até maio de 2009. Foram
solicitados ao Laboratério de Metereologia do Estado de Pernambuco, os dados de
temperatura e pluviometria do municipio de Goiana, correspondentes ao periodo de coleta,
para observar se esta variavel influencia sobre a abundancia relativa e as taxas de infeccao.
Para isto foi utilizado o Modelo Linear Generalizado Univariado (MLGU), ferramenta
estatistica que incorpora os testes de hipoteses com o fim de avaliar o comportamento de uma
variavel dependente de contagem, em relacdo a um ou varios fatores que estdo presentes
dentro do grupo ou matriz analisada (NORUSIS, 2008). Neste caso, nossas variaveis
dependentes foram abundéncia relativa e taxas de infec¢do natural. Assim, a primeira variavel
foi definida nas seguintes categorias: nada, pouco abundante, e moderado-alta abundancia.
Com relagdo as taxas de positividades, estas foram definidas como: zero, baixa, moderadas-
altas.

Por outro lado, a varidvel “periodo climatico”, foi definida em concordancia com os
critérios de Barbosa e Favre (BARBOSA et al., 2000a; FAVRE et al., 2002). Desta forma,
foram definidos os seguintes periodos climaticos: chuva ou inverno (abril-julho), pds-chuvas

ou pos-inverno (agosto-novembro) e verao (dezembro-margo).
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4.3.3 Avaliagdo dos niveis de susceptibilidade das interagdes S. mansoni - Biomphalaria em
condi¢des de laboratorio, com as cepas de S. mansoni presentes nas trés localidades

selecionadas no municipio de Goiana

4.3.3.1 Isolamento das cepas de moluscos (B. glabrata e B. straminea)

De cada lote dos moluscos coletados nas localidades de Carne de Vaca, Ponta de Pedras
e Impoeira, foi obtido os ovos da primeira gera¢do, mantidos em condi¢des adequadas em
laboratorio, para obtencao das geracoes F; e F,. Posteriormente, a F, foi isolada para obtencao
do numero de individuos necessarios com a idade e o tamanho definido para cada
experimento. Para B. glabrata foi de 3-5 mm e para B. straminea 2 mm. Estes critérios foram
definidos segundo informacdo obtida na literatura (FAVRE et al., 2001; FERNANDEZ;
PIERI, 2001; FERNANDEZ; THIENGO, 2002).

4.3.3.2 Isolamento das cepas de S. mansoni

a) Para as localidades de Carne de Vaca e Impoeira, os parasitos foram obtidos a partir
das cercérias eliminadas por moluscos B. glabrata que se apresentaram positivos
depois de avaliados através da metodologia convencional (exposicdo direta na luz).

b) As cepas foram isoladas e os ciclos de vida foram desenvolvidos e mantidos no
laboratério segundo protocolo descrito por Cesari e Alarcon (1987).

c) Em Ponta de Pedras, o hospedeiro intermedidrio incriminado na transmissdo de S.
mansoni foi B. straminea ¢ pela dificuldade na obtengao das cercarias, o parasito foi
isolado a partir das fezes de um estudante, na faixa etaria de 7-14 anos que residia na
localidade ha mais de cinco anos. Este caso foi selecionado através de inquérito
coproscopico e coproldgico realizado pelo Laboratorio de Esquistossomose do
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/Fiocruz. O isolamento da cepa de S. mansoni

a partir das fezes humanas foi realizado através do seguinte protocolo:
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1. Usou-se o método de Hoffman ou de sedimentagdo. As amostras de fezes foram
filtradas através de um tamiz ou peneira, em seguida lavada com dgua destilada em
calice de 2.000 ml.

2. Apos a lavagem, as amostras foram armazenadas na geladeira a 4 °C por 24 h.

3. Em seguida foi estimulada a eclosdo dos miracidios, através do procedimento
descrito, para se fazer a infeccdo dos moluscos. Uma vez verificada a positividade
dos moluscos através da eliminagdo das cercarias seguiu-se a metodologia descrita

por Cesari e Alarcon (1987), para lograr o isolamento do ciclo no laboratério.

4.3.3.3 Defini¢do da dosagem ideal de miracidios para infec¢do dos moluscos

Foi estabelecida uma padroniza¢do do protocolo de laboratorio para obter uma taxa de
infec¢do experimental ideal, ou seja, uma dosagem de miracidio que infectasse mais de 90%
dos moluscos a serem usados no experimento, com taxa de mortalidade proxima a 0%.

Foram desenvolvidas infecgdes com as combinagdes S. mansoni x Biomphalaria (cepas
de referéncia do laboratorio). Para tal fim, selecionaram-se as cepas de B. glabrata
(Pontezinha-PE) e B. straminea (Itamaracd, Forte Orange-PE), com didmetro de concha entre
3-5 mm e 2 mm, respectivamente. Para a definicdo da dosagem ideal de miracidio, os
moluscos B. glabrata foram expostos a cinco doses: 1, 3, 5, 8 e 10 miracidios com a cepa S.
mansoni-BH (Belo Horizonte-MG). Os moluscos B. straminea foram submetidos as seguintes
doses: 1, 5, 10 e 15 miracidios, expostos a mesma cepa S. mansoni-BH. Para cada ensaio
foram selecionados 20 moluscos e houve um grupo controle. Avaliaram-se os seguintes
parametros:

a) Taxa de infec¢@o do laboratério: N° moluscos parasitados / N° moluscos expostos ao

miracido de S. mansoni X 100

b) Periodo pré-patente: O intervalo desde o momento da infec¢do até a eliminacdo das

primeiras cercarias.

¢) Taxa de positividade e sobrevivéncia periodo patente: No ultimo dia de avaliagao

d) Taxa de mortalidade dos moluscos: N° moluscos mortos expostos aos miracidios / N°

total dos moluscos usados X 100.
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4.3.3.4 Susceptibilidade das cepas de S. mansoni - Biomphalaria (municipio de Goiana)

Apos atingir o tamanho adequado de 3-5 mm para B. glabrata ¢ 2 mm para B.
straminea, a geracdo da F, foi submetida as infec¢des usando as doses de miracidio
padronizadas como ideal e a dose de 1 miracidio (1M). Deste modo, foram feitas infecgdes
usando tanto a cepa de parasito como de molusco da mesma localidade, além disso, foram
feitas infeccdes misturando as cepas de S. mansoni das trés localidades com as cepas dos
moluscos presentes nas localidades de estudo. As variaveis avaliadas foram: periodo pré-

patente, taxa de infeccdo experimental e taxa de mortalidade.

4.3.3.5 Analise dos dados para a constru¢do do modelo experimental: S. mansoni —

Biomphalaria

4.3.3.5.1 Modelo Linear Generalizado Univariado (MLGU)

Este modelo estatistico foi aplicado através do Software SPSS, versdo 13 (SPSS, 2004),
para analisar em nivel experimental a relacdo do comportamento das cepas isoladas tanto do
S. mansoni como do género Biomphalaria, das trés localidades de estudo no municipio de
Goiana. Este modelo estatistico subsidiou a andlise do conceito de viruléncia do parasito e o
conceito de susceptibilidade do molusco. No primeiro caso a varidvel dependente foi a cepa
do parasito, e as variaveis independentes foram: cepas dos moluscos, doses de miracidios,
taxa de infeccdo experimental, taxa de negatividade e taxa de mortalidade. A hipotese da
pesquisa foi: H = “O alto nivel de viruléncia da cepa de S. mansoni estd associado a uma
baixa compatibilidade na interacdo parasito-molusco de cepas alopatricas”.

Em rela¢do ao molusco a variavel dependente foi a taxa de infecg@o experimental e as
variaveis independentes foram: cepas dos parasitos, doses de miracidios, tempo do periodo
pré-patente e taxa de mortalidade. Neste caso, a hipotese da pesquisa foi: H = “O alto nivel de
susceptibilidade do Biomphalaria estd associado a uma alta compatibilidade na interagdo

parasito-molusco de cepas simpatricas”.
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4.4 Resultados

4.4.1 Dinamica da abundancia relativa e taxas de infeccdo das populacdes do Biomphalaria

nas trés localidades selecionadas no municipio de Goiana

4.4.1.1 Localidades litoraneas

a) Carne de Vaca

Foram coletados 3.649 B. glabrata, no periodo de junho 2008 a maio de 2009 nas 11
estacdes de coleta (numeradas de 1 a 11) demarcadas. Com relagao a queda na abundancia
relativa dos moluscos foi verificado que esta coincide com a queda da pluviometria (Grafico
1) e o aumento da temperatura verificada nos meses de estiagem (Grafico 2). As variacdes da
abundancia relativa vao de 919 moluscos coletados no més de junho 2008 a 95 moluscos no
més de fevereiro 2009. As estagdes N° 5 e 6 apresentaram as maiores abundancias relativas e
nestas foram encontrados moluscos positivos eliminando grande quantidade de cercarias de S.
mansoni nos meses de junho e julho 2008 (Apéndice C). A taxa de infec¢do natural na estagao
Ne° 5 foi de 3,15% e 6,6% para o més de junho e julho de 2008. No caso da estacdo N° 6, foi
de 2,2% durante o més de julho do mesmo ano e 1,3% em margo 2009 (Apéndice C). A taxa
de infec¢do natural dos moluscos coletados em Carne de Vaca durante o periodo 2008 - 2009

foi de 0,55%.
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Grafico 1. Pluviometria, Taxas de infecgao natural e abundéncia relativa dos Biomphalaria glabrata coletados na
localidade de Carne de Vaca, municipio Goiana-PE, 2008 - 2009.
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Grafico 2. Temperatura, Taxas de infec¢do natural e abundancia relativa dos B. glabrata coletados na localidade
de Carne de Vaca, municipio Goiana-PE, 2008 - 2009.

O modelo linear generalizado univariado (MLGU) mostrou que existe uma forte
correlagdo positiva e significativa (r= 0,67; p<0,0001) entre a variavel abundancia relativa
moderada-alta e as varidveis ambientais analisadas (temperatura, pluviometria, periodo
climatico e pontos de coleta). Mas, as variaveis que melhor explicaram a abundancia relativa
de B. glabrata foram: ponto de coleta, temperatura e periodos climaticos (r= 0.625;

p<0.0001).

b) Ponta de Pedras

Foram capturados um total de 5.687 B. straminea, de junho 2008 a maio de 2009, em
oito estacdes de coletas (Apéndice E). A analise da abundancia relativa dos moluscos variou
de 1.278 (agosto 2008) a 22 (fevereiro 2009) (Grafico 3). Esta queda também coincide com a
diminuic¢do da pluviometria e o aumento da temperatura (Gréficos 3 e 4). A taxa de infec¢ao

foi 0% durante todo o periodo.
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Grafico 3. Pluviometria, Taxas de infec¢@o natural e abundéncia relativa de Biomphalaria straminea coletados
na localidade de Ponta de Pedras, municipio Goiana-PE, 2008 - 2009.
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Grafico 4. Temperatura, Taxas de infeccdo natural e abundancia relativa de Biomphalaria straminea coletados
na localidade de Ponta de Pedras, municipio Goiana-PE, 2008 - 2009.

Com relacdo aos resultados do MLGU para B. straminea, o modelo mostrou que existe
uma forte correlacdo positiva e significativa entre a varidvel abundancia relativa moderada-
alta e pluviometria (r= 0, 675; p<0, 0001). Desta forma, uma queda da pluviometria e

aumento da temperatura implica também uma queda da abundancia relativa.
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4.4.1.2 Localidade rural

a) Impoeira

Nesta localidade o total de moluscos coletados durante o periodo do estudo foi de 1.148
B. glabrata. Foram definidas 11 estacdes de coletas (Apéndice D). Também se observou que a
queda da abundancia relativa coincide com a diminui¢cdo da pluviometria e o aumento da
temperatura (Graficos 5 € 6). O numero de caramujos por més de coleta variou de 210 (junho)
a 40 (novembro) para o ano 2008 (Grafico 5). As taxas de infeccdo natural por estacdo de
coleta dos moluscos variaram de 15,4% a 2%. Durante o periodo 2008 - 2009 foi possivel
encontrar B. glabrata nas diferentes estacdes de coletas, eliminando cercarias de S. mansoni.
A taxa de infec¢do natural dos moluscos coletados nesta localidade durante o periodo 2008 -
2009 foi de 3,4%, destacando-se os meses de outubro a novembro como os que exibiram as

maiores taxas.
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Grafico 5. Pluviometria, Taxas de infec¢@o natural e abundancia relativa de Biomphalaria glabrata coletados na
localidade de Impoeira, municipio Goiana-PE, 2008 - 2009.
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Grafico 6. Temperatura, Taxas de infecgdo natural ¢ abundancia relativa de Biomphalaria glabrata coletados na
localidade de Impoeira, municipio Goiana-PE, 2008 - 2009.

Com relagdo ao MLGU em Impoeira, também se verificou a existéncia de uma forte
correlagdo positiva e significativa (r= 0,74; p<0, 0001) entre a varidvel abundéancia relativa
moderada-alta de B. glabrata e as variaveis ambientais (temperatura e pluviometria). E
interessante notar a interagdo das variaveis “periodos climaticos™ e “pontos de coleta”, ja que
estas tém um peso importante na explicacao da abundancia relativa desta espécie de molusco.
Em relagdo a positividade dos Biomphalaria, verificou-se uma forte correlagdo positiva e
significativa (r=0,91; p<0, 0001), e todas as varidveis ambientais (temperatura, pluviometria,
periodos climaticos e pontos de coletas) tiveram um peso importante na explicacdo da

dinamica natural da infeccdo dos moluscos nesta localidade.
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4.4.2 Avaliagdo dos niveis de susceptibilidade das intera¢des S. mansoni - Biomphalaria,

em condig¢des de laboratoério.

4.4.2.1 Definicdo do protocolo das infecgoes experimentais usando as combinagoes das cepas

de referéncia (Biomphalaria - S. mansoni)

4.42.1.1 Combinacdo das cepas de referéncias, B. glabrata (Pontezinha-PE) - S. mansoni

(BH)

A primeira avaliagdo para verificagdo da eliminacdo de cercdrias comegou a ser feita
18° dias apds a infecgdo e no 23° dia foi observada a elimina¢do das primeiras cercarias
indicando o fim do periodo pré-patente. Observou-se que o aumento na taxa de infecgdo
experimental foi proporcional ao aumento da dose até 5 miracidios. Entre as doses de 8 m e
10 m ndo se observaram grandes diferencas tanto em relagdo a mortalidade como a taxa de
infeccdo experimental (Tabela 2). A dose ideal definida a partir dos dois momentos da

avaliacdo foi a de 5 miracidios por molusco para uma boa infecgao.

4.4.2.1.2 Combinacdo B. straminea (Forte Orange, Itamaraca-PE) - S. mansoni (BH)

A primeira avaliagdo para verificagdo da eliminagdo das cercarias também comegou a ser
feita 18° dias apos a infeccdo e somente no 27° dia foi observada a eliminacdo das primeiras
cercarias indicando o fim do periodo pré-patente. Do mesmo modo o aumento da taxa de
infeccdo experimental foi proporcional ao aumento da dose de miracidios mantida até a
dosagem de 10 m (Tabela 3). O maior numero de moluscos que nio eliminou cercaria
correspondeu a doses de 15 m. A dosagem de 5 m foi considerada a ideal, por ser a menor
dosagem, porque mata menos e parasita mais moluscos durante os dois momentos das

avaliacoes.
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Tabela 2. Avaliagdo do efeito de varias doses de miracidios de S. mansoni (“BH”) sobre B. glabrata (Pontezinha-PE), durante dois intervalos de tempo (23 - 30 dias e pos-
infecgdo).

Parametros avaliados

23 Dias Pos-infec¢ao

30 Dias Pés-infecgao

1m 3m S5m 8m 10m 1m 3m 5m 8Sm 10m
N° (%) N° (%) N° (%) | N° (%) N° (%) N° (%) N° (%) N° (%) N° (%) N° (%)
Eliminam
) 6 (30) 10 (50) 18 (90) 14 (70) 16 (80) 6 (30) 10 (50) 17 (85) 14 (70) 12 (60)
cercarias
Vivos Nio
eliminam 11 (55) 4 (20) 2 (10) 3 (15) 0(0) 9 (45) 4 (20) 2 (10) 3 (15) 0(0)
cercarias
Eliminam
, 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(5) 0(0) 4 (20)
cercarias
Mortos Nio
eliminam 3 (15) 6 (30) 0(0) 3 (15) 4 (20) 5(25) 6 (30) 0(0) 3 (15) 4 (20)
cercarias
Total 20 (100) 20 (100) 20 (100) | 20 (100) |20 (100) 20 (100) 20 (100) 20 (100) 20 (100) |20 (100)
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Tabela 3. Avaliagdo do efeito de varias doses de miracidios de S. mansoni (cepa: “BH”) sobre B. straminea (cepa: Forte Orange, Itamaraca-PE), durante dois intervalos de
tempo (27 - 40 dias e pos-infecgao).

27 Dias Pés-infeccio 40 Dias Pés-infeccio
Parametros avaliados 1m S5m 10m 15m 1m 5m 10m 15m
N° (%) N° (%) N° (%) N° (%) N° (%) N° (%) N° (%) N° (%)
Eliminam
) 2 (10) 6 (30) 6 (30) 0(0) 4 (20) 4 (20) 4 (20) 0(0)
cercarias
Vivos
Nio eliminam
) 18 (90) 12 (60) 10 (50) 16 (80) 16 (80) 8 (40) 8 (40) 16 (80)
cercarias
Eliminam
) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 2 (20) 2 (10) 0(0)
cercarias
Mortos
Nao eliminam
] 0(0) 2 (10) 4 (20) 4 (20) 0(0) 6 (30) 6 (30) 4 (20)
cercarias
Total 20 (100) 20 (100) 20 (100) 20 (100) 20 (100) 20 (100) 20 (100) 20 (100)
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4.4.2.2 Analise do modelo experimental (interacdo de combinacdes entre cepas Biomphalaria-

S. mansoni isoladas a partir das trés localidades selecionadas no municipio de Goiana,

Pernambuco)

As combinagdes das cepas parasito-molusco de cada uma das localidades selecionadas
que funcionaram e permitiram construir o modelo experimental com o fim de analisar as
interacdes (Biomphalaria-S. mansoni) foram as de Carne de Vaca e Impoeira. No caso de
Ponta de Pedra, a primeira infec¢do funcionou, mas no tempo ndo foi possivel manter este
ciclo no laboratorio, portanto, para a constru¢do do modelo MLGU nao foi possivel incluir os
resultados obtidos das interagdes das cepas de S. mansoni de Ponta de Pedra com as cepas de
Biomphalaria das localidades selecionadas.

Desta forma, o modelo experimental construido mostrou que existem diferencas
importantes com relagdo as interagdes entre moluscos-parasita-localidade-doses de miracidios

durante o periodo pré-patente e patente (Tabela 4).

Tabela 4. Avaliacdo do efeito de duas doses de miracidios (1m e 5m) das duas cepas de S. mansoni (Carne de
Vaca e Impoeira) sobre as cepas Biomphalaria presentes no municipio Goiana-PE.

Periodo Patente
Periodo '
Cepas de Cepas de Taxa de Infeccao Mortalidade
. Pré-Patente (dias)
S. mansoni Moluscos Experimental (%) (%)
1
1m Sm Im Sm 1m Sm
1 1
Bg CV1 33 26 5 10 0 5
1
SM _CV1 Bg_Impo2 24 21 50 45 10 5
Bs_PP3 ? ? ? ? ? ? I
1 1
Bg CV1 26 26 25 55 10 20
1
Sm_Impo2 Bg_Impo2 22 22 5 10 0 10
Bs_PP3 ? ? ? ? ? ? I

Nota: O simbolo de interrogacdo (?) significa que ndo foi possivel determinar os periodos prepatentes e patentes,
porque esses moluscos ndo eliminaram cercarias.
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O MLGU permitiu rejeitar a hipdtese de nulidade ao mostrar que as melhores interagdes
(parasita-molusco) sdo mantidas entre as cepas alopatricas. Foi possivel evidenciar que
existem diferencas com relagdo as taxas de infec¢do experimental entre as cepas de moluscos
nas diferentes combinagdes Biomphalaria-S. mansoni. Além disso, o0 MLGU mostrou uma
correlacdo forte e positiva [R squared= 0, 910 (Ajusted R squared= 0, 858)]. A variavel que
melhor explica as diferengas observadas sobre a susceptibilidade foi cepas dos moluscos (p
<0, 0001). Nao se encontrou diferencas estatisticas significativas sobre o comportamento das
cepas de S. mansoni, mas se observaram diferengas entre as combinacdes das interacoes de
moluscos-parasita- localidade-doses (Figura 6). Com relacdo a combinag¢dao Bglpu-SmCV, foi
possivel observar que a dose de Im ocasionou maior mortalidade e consequentemente
parasitou mais (Figura 6A). No caso contrario, a combinacdo BgCV-Smlpu, mostra que a
dose de 5m parasita mais e mata mais (Figura 6E). Quando as infec¢des correspondem as
combinag¢des das cepas Biomphalaria-S. mansoni simpatricas, o comportamento do parasita e
do molusco ¢ semelhante entre as localidades, mostrando uma baixa positividade e
mortalidade. Sobre as diferentes combinagdes feitas com a cepa de B. straminea da localidade
de Ponta de Pedras foram evidenciadas taxas de infeccao experimental de 0% (Figuras 6C e
0F). Estes resultados permitiram rejeitar a hipdtese da pesquisa, porque as interagdes
alopatricas foram as que mostraram maior nivel de compatibilidade.

Com relagdo as taxas de negatividade dos moluscos vivos, nas diferentes combinagdes
das cepas Biomphalaria - S. mansoni, o MLGU mostrou uma correlacao forte e positiva [R
squared= 0, 791 (Ajusted R squared= 0, 672)]. A varidvel que melhor explica as diferengas
observadas foi cepas dos moluscos (p <0, 007). Estes resultados também permitiram rejeitar a
hipotese da pesquisa, ja que o maior nivel de viruléncia mostrado pelas cepas de S. mansoni
correspondeu as interagdes mantidas entre as cepas simpatricas, evidenciando uma taxa de
mortalidade maior e em consequéncia um baixo nivel de compatibilidade (Figuras 7B e 7D).
A maior taxa de sobrevivéncia foi evidenciada na cepa de molusco de Ponta de Pedras
(Figuras 7C e 7F). Além disso, a cepa de S. mansoni da localidade de Impoeira foi mais

virulenta por mostrar as maiores taxas de mortalidades dos moluscos (Figura 7).
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4.5 Discussao

Em Goiana a dinamica natural da abundancia relativa e as taxas de infecgdo
determinadas nas localidades selecionadas mostraram que as variaveis ambientais
(temperatura, pluviometria e periodos climaticos) tém um impacto importante sobre a
fragmentacdo, extingdo e re-coloniza¢do dos habitats do Biomphalaria. Desta forma,
observou-se que a abundancia relativa e as infec¢des naturais sdo especificas e heterogénias,
tanto para cada espécie de Biomphalaria como para cada um dos focos avaliados. Pode-se
dizer que as duas espécies de Biomphalaria mostraram uma correlagdo positiva e significativa
entre aumento das chuvas e aumento das suas populagdes. Estes achados estdo em
concordancia com os resultados de Barbosa et al. (2000b) e Favre et al. (2002).

A avaliagdo feita no laboratorio sobre a susceptibilidade das interacdes S. mansoni -
Biomphalaria de cada uma das localidades selecionadas no municipio de Goiana estdo em
concordancia com os resultados de campo. Na localidade de Impoeira verificou-se uma taxa
de infec¢do natural alta durante o ano de coleta e em laboratorio esta cepa de parasita mostrou
alta taxa de infectividade e nivel de viruléncia alto quando comparado com os dados da
literatura (SOUZA et al., 2008; FAVRE et al., 2002). A cepa de S. mansoni de Carne de Vaca,
mostrou uma taxa de infeccdo natural baixa e em laboratério se mostrou menos virulenta,
apesar de exibir uma capacidade de infec¢do maior. Com relagdo aos moluscos de Ponta de
Pedra, evidenciou-se tanto no campo como no laboratério uma taxa de infec¢do de zero.
Assim, esta intera¢do aponta um baixo nivel de compatibilidade (parasita-molusco) ou um
certo nivel de resisténcia. Dentro do contexto epidemioldgico, estes resultados indicam que
provavelmente os casos humanos identificados na localidade de Ponta de Pedra ndo sejam
casos autoctones. Esta situacdo aponta a possibilidade dos moradores de Ponta de Pedras
estarem se contaminando em focos mantidos tanto por B. straminea fora do municipio como
por B. glabrata dentro ou fora deste municipio, destacando-se a importancia da migragao
humana na dinamica da relagdo parasita-hospedeiro.

Quanto ao contexto coevolutivo, percebe-se que a melhor estratégia do parasito para sua
sobrevivéncia ¢ manter uma interagao alopatrica, ou seja, também circular dentro das cepas de
moluscos de outras localidades. Nosso modelo experimental destaca como exemplo a
interagdo entre as cepas dos parasitos-moluscos das localidades de Impoeira-Carne de Vaca.
Nesta combinagdo se evidenciou um alto nivel de compatibilidade uma vez que foram

realizadas infecgdes cruzadas. Em acréscimo, evidenciou-se que para os moluscos a
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manuten¢do das variabilidades das cepas de S. mansoni que estdo circulando tem um custo
menor, porque a sobrevivéncia deles ndo ¢ afetada negativamente. Desta forma, ¢ possivel
compreender as flutuacdes das variagdes genéticas para a resisténcia, infectividade e
viruléncia dentro das populagdes naturais dos parasitas (WEBSTER et al., 2004). Nossos
achados nos levam a formular as seguintes perguntas: as cepas que circulam nas localidades
selecionadas sdo diferentes do ponto de vista genético? Se existem vdrios perfis genéticos

circulando, sera que alguns deste estarao passando por B. glabrata ou por B. straminea?
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5 ARTIGO - ANALISES DA ESTRUTURA DOS PERFIS GENETICOS DAS
POPULACOES DE Schistosoma mansoni PRESENTES NO ESTADO DE
PERNAMBUCO

5.1 Introducao

Os moluscos do género Biomphalaria sdo responsaveis por manter a distribui¢do
geografica do parasito Schistosoma mansoni, através da eliminacdo da cercaria, fase de vida
livre do parasito, que infecta os humanos. Nesta fase estd a chave para a compreensdo da
dinamica da transmissao e da diversidade da estrutura genética das populagdes de S. mansoni
(ROLLINSON et al., 2001; SIRE et al., 2001), sendo de extrema relevancia para se entender a
evolucdo do parasito e a epidemiologia da doenga (HUYSE et al., 2005). Além disso, ja ¢
sabido que a interagdo parasito-molusco estd em estreita dependéncia de componentes
ambientais (bidticos e abidticos) especificos de cada foco (AMARISTA, 1997; AMARISTA
et al., 2001; SIRE et al., 2001), sendo possivel destacar, em diferentes escalas geogréaficas,
esses processos micro € macro evolutivos (HUYSE et al., 2005; RUDGE et al., 2008). No
caso do Estado de Pernambuco (escala regional), se desconhece qual ¢ a diversidade e como ¢
a estrutura dos perfis genéticos das populacdes de S. mansoni.

No Brasil e no mundo, tem-se desenvolvido alguns estudos sobre a diversidade genética
das populagdes de S. mansoni, que mostraram a existéncia de variacdes entre espécies e
dentro das cepas (McCUTCHAN et al., 1984). Em acréscimo sabe-se que o polimorfismo
genético do parasito pode estar associado a variagdes nas intensidades de infeccdo de
caramujos ¢ de humanos, a resisténcia a drogas, ao desenvolvimento do parasito no
hospedeiro definitivo, a producdo de ovos e as caracteristicas da patogenicidade e da
imunogenicidade induzida pelo parasito (ARAUJO et al., 1980; CAMPOS et al., 1976;
COLES et al., 1986; DIAS et al., 1993; DRESCHER et al., 1993; KATZ et al., 1972;
McMANUS; HOPE 1993; ROLLINSON et al., 1986). Huyse et al. (2005) afirmaram que a
expressdo desta variabilidade genética pode ser determinada pela influéncia de fatores
ecoldgicos e biologicos como a reproducdo cruzada dos parasitos, o uso de varios tipos de
hospedeiros (intermediario e definitivo), a distribuicdo geografica dos hospedeiros, ¢ a
migracdo destes (parasito e hospedeiros). Em relacdo ao S. mansoni, estes fatores sdo

responsaveis pelo processo de selecdo dos gendtipos, mantendo a heterogeneidade genética
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das sub-populacdes dos vermes adultos garantindo o sucesso da infec¢do pelo parasito e em
consequéncia contribuindo para a dinamica da transmissao.

No tocante aos aspectos eco-epidemioldgico da transmissdo da esquistossomose em
Pernambuco, sabe-se que esta ocorre durante todo o ano devido aos criadouros permanentes
de moluscos e a exposicdo constante dos moradores as cole¢des hidricas para atividades
agricolas, domésticas ou de lazer (BARBOSA et al., 1998; 2001; STEINMANN et al., 2006).
E uma endemia ligada a pobreza em uma regido onde as condigdes socio-ecnomicas e eco-
epidemiologicas sdo favoraveis a transmissao e onde as pessoas ndo t€ém acesso a acoes de
controle eficientes (BARBOSA et al., 1996). A prevaléncia e a intensidade da infec¢do da
esquistossomose nas areas endémicas apresentam variagdes importantes, uma vez que estao
relacionadas a uma combinagdo de fatores: (1) a contaminagdo das aguas pelos ovos do
parasito eliminados por pessoas doentes; (2) a presenca e desenvolvimento das populagdes
dos moluscos do género Biomphalaria susceptiveis ao parasito e (3) o contato direto das
pessoas com aguas contaminadas pelos moluscos parasitados. Dentro deste contexto, a
migracao das pessoas das areas rurais endémicas para os centros urbanos, em procura de
emprego, contribui para a criagdo de novos cenarios epidemioldgicos e expansdo da area
endémica. Esse novo contexto epidemioldgico poderia estar associado com a variabilidade
genética das populagdes de S. mansoni.

Por outro lado, a escolha da técnica e/ou marcador genético depende do modelo do
estudo e da pergunta a ser respondida. Neste sentido, pesquisas desenvolvidas sobre genética
de populagdes de S. mansoni mostraram o potencial das diferentes técnicas e/ou marcadores
moleculares para mostrar a forte multiplicagdo dos gendtipos (DABO et al, 1997;
MICHELLA et al., 1995; SIRE et al., 1999; TIHELE et al., 2008; WEBSTER et al., 2007;
ZHOU et al., 2009). Assim, a primeira técnica empregada nos estudos do polimorfismo
genético utilizou isoenzimas, mas o avango da biologia molecular possibilitou a abordagem
desse tema através de novas técnicas como “Random Amplified Polimorphic DNA-PCR”
(RAPD-PCR). Esta ferramenta apesar de possuir algumas limitagdes como, por exemplo, o
uso de marcadores dominantes, apresenta baixo custo e permite com poucos primers
caracterizar gendtipos individuais do parasito, comparar as diferencas inter e intraespecifica
nas sub-populacdes (BARRAL et al., 1993; 1996, DUMONT et al., 2007; JAMJOOM, 2006;
LANGAND et al., 1999; SIRE et al., 1999; WELSH; McCLELLAND, 1990; WILLIAMS et
al., 1990; PRUGNOLLE et al., 2002a; 2002b; 2006). Nao obstante, com o desenvolvimento
de projetos para sequenciamentos do S. mansoni em larga escala aumentou-se o interesse em

descobrir novos tipos de marcador, como os Microssatélites e Polimorfismos de Base Unica
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(SNPs). A utilidade e o impacto do uso destes instrumentos tém sido evidenciados na
literatura para as analises do polimorfismo entre individuos, populagdes e cepas de parasitos
(GENTILE; OLIVEIRA, 2008; RORIGUES, 2007).

A aplicacao das andlises de Networks (algoritmos de bioinformatica) e os modelos
multivariados (andlises de correspondéncia canonica) sdo instrumentos chave para
compreender a biogeografia e a historia evolutiva das espécies. O uso dos algoritmos
networks para explicar as relacdes intra-especificas dos hapldtipos (ou combinagao de alelos
ligados a multiples loci) de uma espécie, ¢ de data recente (COUTINHO et al., 2008;
HUSON; BRYANT, 2006; RAMOS et al., 2007, WOOLLEY, 2007; ZHAO et al., 2010). O
Median Joining Network ¢ um dos métodos de networks (BANDELT, 1999), de grande
utilidade nos estudos de genética de populacdes por ser robusta na explicagao dos processos
de especiagcdo e co-evolugdo das espécies (COUTINHO et al., 2008; JARNE; THERON,
2001; RAMOS et al., 2007; ZHAO et al., 2010). Outro aspecto importante da aplicagdo deste
método € a possibilidade de avaliar hipdteses relacionadas com a dindmica da transmissdo que
poderiam ajudar na compreensao da situagdo epidemiologica da doenca.

Em vista do exposto acima, justificou-se o desenvolvimento de um projeto sobre o
modelo S. mansoni-Biomphalaria, abordando a diversidade e a estrutura genética das
populacdes de S. mansoni com a finalidade de ajudar na compreensdo da dindmica de
transmissdo da escala local. Foi examinada a hipdtese: “A heterogeneidade da dinamica de
transmissdo da esquistossomose na escala regional e local depende da conectividade
geografica e funcional dos focos, explica o padrdo da estrutura genética das populagdes de S.

mansoni e define o carater focal da esquistossomose”.
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5.2 Objetivos

5.2.1 Objetivo geral

Analisar a estrutura geografica dos perfis genéticos das populagdes de Schistosoma

mansoni presentes no Estado de Pernambuco.

5.2.2 Objetivos especificos

a) Identificar os perfis genéticos das sub-populacdes de S. mansoni presentes tanto na
escala regional (os municipios selecionados) como na escala local (localidades
selecionadas no municipio de Goiana);

b) Analisar a distribuicdo geografica dos perfis genéticos das populagdes de S.
mansoni presentes tanto na escala regional (os municipios selecionados) como na

escala local (localidades selecionadas no municipio de Goiana).

5.3 Metodologia

5.3.1 Desenho de estudo

A escolha de varios municipios para isolar o ciclo biolégico de S. mansoni e fazer as
coletas de varias populacdes dos vermes adultos desta espécie do parasito uma vez no espago
e no tempo no Estado de Pernambuco permitiu a realizagdo de um estudo ecoldgico de corte

transversal, na escala local e regional.



78

Ecologia de Biomphalaria e Genética de Schistosoma mansoni

5.3.2 Identifica¢do do polimorfismo genético

5.3.2.1 Isolamento das sub-populagoes de S. mansoni

Todos os casos humanos positivos para S. mansoni de faixa etaria de 7-14 anos foram
diagnosticados pelo Laboratorio de Esquistossomose do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhaes/Fiocruz-PE. As amostras fecais foram coletadas nas escolas publicas dos seguintes
municipios: Goiana (Carne de Vaca, Ponta de Pedra, Sdo Lourenco e Impoerira), Timbauba
(Cruangi), Nova Tiuma (Sao Lourenco da Mata), Pau Amarelo (Janga), Jaboatdo dos
Guararapes (Sotave e Lagoa de Nautico), Ipojuca (Porto de Galinha), Cortés (Usina Unido),
Gameleira (Santa Terezinha). Além disso, selecionou-se 0 municipio de Garanhuns (Iratama)
como o grupo fora da area endémica, juntamente com mais 2 grupos externos: a cepa de SM
do laboratorio Campinas-SP/Linhagem R e cepa SM cedida pelo Laboratério de
Esquistossomose do Centro de Pesquisas Renée Rachou/ MG, linhagem LE. Foram isolados
ciclos de SM a partir de cada amostra fecal coletada. Nesta primeira fase do trabalho, a
selecdo destas amostras permitiu a identificagdo do polimorfismo genético.

Na segunda fase do trabalho, realizamos um estudo de genética de populacdo do S.
mansoni, para tal fim definiu-se como unidade de analise a populacdo. Segundo Combes
(1995, p. 60) populagdo de parasitas ¢ definida como: o conjunto de individuos de uma
mesma espécie de parasito que habitam dentro de uma comunidade de hospedeiros. Em nosso
caso, foram definidas nove populagdes de S. mansoni para andlise na escala regional (Sao
Lourengo da Mata, Goiana, Timbauba, Paulista, Jaboatdo dos Guararapes, Ipojuca, Cortés,
Gameleira e Garanhuns), e na escala local foram definidas quatro populagdes (Carne de Vaca,
Ponta de Pedra, Sao Lourengo e Impoerira) deste parasito.

Para o isolamento do ciclo bioldgico das populacdes de S. mansoni, foi usado o
protocolo definido por Cesari e Alarcon (1987). Resumindo, cinco miracidios foram
utilizados para infectar o Biomphalaria e obter a quantidade de cercarias necessarias para
realizar a infec¢do dos camundongos (Swiss). Com o objetivo de se conseguir um quantitativo

de vermes adultos significativos foi utilizada a dose de 120 cercarias/camundongo.
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5.3.2.2 Coleta dos vermes adultos

Apo6s 45-50 dias de infec¢ao, os camundongos (Swiss) foram sacrificados através da
técnica de perfusdo hepatica (DUVALL; DEWITT, 1967). De cada sub-populagdo foram
selecionados cinco vermes machos e cinco fémeas, e em alguns foi coletada a quantidade de
verme obtido. O conjunto de sub-populacdes isoladas de cada municipio constituiram nossa
unidade de analise, quer dizer a populagdo. Os vermes foram separados individualmente,
colocados em micro-tubos, fixados em alcool absoluto e colocados no freezer a -20°C, para

analises posteriores.

5.3.2.3 Extragdo do DNA gendémico de S. mansoni

Antes de iniciar o procedimento da extracdo, foi necessario retirar o alcool presente nos
micro-tubos com ajuda de um rotavapor de marca Eppendorf (Concentrator 5301). A extragdo
individual do DNA de cada verme foi feita com ajuda do Mini spin Kit, marca GE Healtcare.
O procedimento foi o seguinte:

a) Colocou-se 100uL de solucdo de lise N°1 e depois as amostras foram passadas pelo

vortex durante poucos segundos.

b) Adicionou-se 5 uL de proteinase K e novamente as amostras passaram pelo vortex

por segundos, depois foram colocadas na estufa a 56°C por 1h.

¢) O proximo passo foi colocar 500 pL de solucao de lise N°2, passar as amostras pelo

volter, esperando 10 min.

d) As amostras foram centrifugadas por 10 sec. x 11.000 rpm, e transferidas para as

colunas e centrifugadas por 1 min. x 11.000 rpm.

e) O contetdo foi passado para um novo tubo, ¢ a ele foi adicionado 500 pL de solugao

de lise N°2. As amostras foram centrifugadas durante 1 min. x 11.000 rpm.

f) Novamente a coluna foi passada para um novo tubo, colocando-se 500 uL de tampao

de lavagem e centrifugada durante 3 min. x 11.000 rpm.

g) O conteudo foi transferido novamente de cada uma das colunas para novos micro-

tubos. Posteriormente se colocou 100 pL de tampdo de elui¢do e finalmente as

amostras foram centrifugadas durante 1 min. x 11.000 rpm.
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h) O tampao eluicao deve estar a 56°C, portanto, antes de iniciar a extra¢do foi colocado
na estufa.

1) O DNA genomico extraido foi colocado no freezer a -20 °C.

5.3.2.4 Quantificagdo e dilui¢do do DNA

A concentra¢do do DNA do parasito e o grau de pureza de cada um das amostras foram
determinados com ajuda de um espectrofotometro (DU-65, Beckman instruments INC,
UV/VIS, Glenrothes, Scotland e Bio-Rad, Modelo 3550, microplate Reader, E.U.A). A
medida da absorbancia usada correspondeu aos comprimentos de ondas de 260 e 280 nm.
Segundo Melo (2001, p. 36): “Um valor unitdrio de absorbancia a 260 nm corresponde a
aproximadamente 50pg/mL de DNA dupla fita, 40pg/mL para DNA simple fita ou RNA”.

Em seguida, o DNA de cada amostra foi diluido para a concentracao de 1 ng/pL.

5.3.2.5 Reagoes RAPD-PCR e eletroforeses

Foi adotado o protocolo desenvolvido por Barral et al. (1993), incorporando poucas
mudancas. A rea¢do foi feita no volume final de 25 pL contendo 1-2 ng de DNA template, 10
mM de primer, 2,5 mM de dNTPs, 2,5 pL de tampao 10x (10mM de TrisCI pH 9,0, 50 mM
KCl, 0.1% Trito X-100, Promega), 1,5 mM MgCl, e 1 U de Tag polimerase. As condigdes do
programa foram: desnaturacao inicial a 92 °C por 3: 50 min., em seguida, 40 ciclos compostos
por desnaturacdo (35 °C por 2 min. e 72 °C por min.), anelamento e primeira extensao
respectivamente, e por fim, uma extensdo final de 72 °C por 8 minutos. Os produtos
amplificados foram analisados em gel de agarose a 1% e corados por brometo de etidio. Para
excluir a possibilidade de contaminagdo, para cada reacdo foi incluido o controle negativo, um
tubo que continha todos os reagente exceto o DNA. A visualiza¢do do resultado do gel foi
feita em transiluminisador UV, fotografado com uma camara Polaroid (marca: EL LOGIC
100) e posteriormente digitalizado com ajuda do software Molecular Imageing (EASTMAN
COMPANY KODAK, 1994-2005). Para garantir a reprodutibilidade do resultado, cada
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reagdo foi repetida duas vezes em maquinas diferentes e a marca do termociclador usado foi

Eppendorf® Mastercycle® Gradiente.

5.3.2.6 Iniciadores aleatorios (Primers)

Para este trabalho foram selecionados 5 primers de 10 oligonucletidios: OP-A9, 5°-
GGGTAACGCC-3"; OP-A10, 5-GTGATCGCAG-3"; OPA13, 5'-CAGCACCCAC-3"; OP-
G13, 5-CTCTCCGCCA-3"; OP-B6, 5°-TGCTCTGCCC-3".

5.3.3 Analise da estrutura genética das populagdes de S. mansoni presentes nos municipios

selecionados

Segundo Queiroz (2002 p. 55) “A técnica do RAPD-PCR permite a andlise simultanea
de vérios locos do genoma, tornando-o bastante util nos trabalhos voltados para a
determinagdo da distancia genética e das relagdes filogenéticas entre os organismos”. Neste
sentido, as bandas ou locos observados através dos resultados obtidos desta técnica foram
identificados como presen¢a (1) ou auséncia (0). Desta forma, o fato de encontrar todos os
individuos com a mesma banda ou loco é considerado como monomorfica, caso contrario, se
apenas alguns individuos apresentam a mesma banda, o loco ¢ dito polimorfico (CLARK;
LANIGAN, 1993). Além disso, os perfis genéticos para cada marcador foram construidos
através das diferengas observadas entre o ntimero ¢ o peso molecular das bandas ou locos
correspondentes aos individuos analisados. As identificacdes destes perfis foram feitas na
medida em que iam aparecendo.

A técnica RAPD-PCR oferece algumas limitagdes quanto a determinagdo das
frequéncias alélicas dos locos, pelo fato de ser um marcador dominante, portanto, nao ¢
possivel estabelecer a distingdo entre os individuos homozigotos dominantes e heterozigotos
(WILLIAMS et al., 1990). Nao obstante, de acordo Queiroz (2002), ¢ possivel resolver este
problema aumentando o nimero de individuos e assumindo as condi¢des descritas por

Apostol (1996 apud QUEIROZ, 2002, p. 56):
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A saber: (1) os produtos RAPD segregam mendelianamente como marcadores
dominantes; (2) as frequéncias genotipicas dos locos RAPD estdo de acordo com as
proporg¢des de Hardy-Weinberg; (3) os alelos dos individuos homozigotos recessivos
sdo idénticos por descendéncia; (4) os alelos dominantes amplificados sao
igualmente idénticos por descendéncia. Assumindo as condigdes citadas, a
frequéncia de um alelo nulo a de um loco i numa populagdo qualquer, serd dada por:
qj (i) =xj(i), onde xj(i) ¢ a frequéncia dos homozigotos recessivos nulos no loco i da
sub-populagdo j. A frequéncia do alelo dominante 4 pode ser inferida, considerando

que I —gq=p.

Com ajuda do Software livre POPGENE versdo 1.31
(htt://cc.oulu.fi/~jaspi/popgen/popdown.htm) foi possivel determinar as frequéncias alélicas
dos locos RAPD identificados com ajuda dos primers OP-A9, OP-B6 e OP-G13, e a partir
dai, foram determinados outros parametros da estrutura genética das populacdes de S.
mansoni nas escalas regional e local, como:

a) O numero de /oci polimorficos (P) e a percentagem (P%). A taxa de polimorfismo
(P%) ¢ uma relagdo entre o nimero de locos polimorficos e o total de locos. Foi
considerado um loco polimoérfico quando a frequéncia de seu alelo principal (o mais
abundante) foi menor que 0,95.

b) Heterozigosidade média esperada (Hg) ¢ considerada um pardmetro util na
quantificagdo da diversidade biologica das populacdes. Nei (1987) chamou esta
medida de indice de diversidade génica, demonstrando que ela ¢ particularmente 1til
por poder ser aplicada em genes com diferentes niveis de ploidia e em organismos
com diferentes sistemas reprodutivos.

¢) Nei (1977) define que o coeficiente Gsr € idéntico ao coeficiente Fgr, Gsr descreve a
proporcdo da variabilidade genética existente entre as sub-populacdes (Hg), em
relacdo a populacdo total (Hry). A formula para determinar este pardmetro ¢ a
seguinte:

Gy, =1-H,/H,
Numa populacdo ideal, na qual ndo sdo considerados os efeitos da migragao,
mutacdo ou da selecdo natural, Gsr pode ser interpretado em funcdo da deriva

genética. De acordo com Wright (1978 apud QUEIROZ, 2002 p. 58):

Os valores assumidos por Fgr podem ser interpretados da seguinte forma: valores
entre 0 e 0,05 indicam pequena diferenciacdo genética; entre 0,05 e 0,15 indicam
diferencia¢do genética moderada; entre 0,15 e 0,25 indicam grande diferenciacdo
genética; e valores acima de 0,25 indicam uma diferenciacdo genética muito grande
entre as sub-populagdes consideradas.

d) Estimativa da taxa de migracao efetiva (/Vm). Esta taxa ¢ medida pela fragdo de m

imigrante em uma populagdo. Wright (1951) mostrou que a migragdo de um
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individuo por geracdo de uma populagdo para outra ¢ suficiente para prever a fixagao
de diferentes alelos seletivamente neutros nessas populacdes. Os valores assumidos
por Nm devem ser interpretados da seguinte forma: Se Nm < 1, as populagdes locais
estao diferenciadas do ponto de vista genético, no caso contrario, Nm > 1 existe uma
diferencia¢do pequena entre as populagdes (BOEGER et al., 1993).

e) A distancia genética (D) de Nei (1978). Segundo Avis (1994 apud QUEIROZ, 2002
p. 58): “Este nimero representa, de acordo com a sua defini¢do original, o nimero de
substitui¢des de codons por loco, verificadas apos o estabelecimento do isolamento
geografico entre duas populagdes”. Este pardmetro pode assumir valores que vao de
0 a 1, no caso de ser 0, estard indicando que as populagdes sdo idénticas e no caso de
ser 1 as populagdes sdo completamente diferenciadas.

A partir da matriz de distancia genética de Nei (1978) obtida pelo software
GENEPOP versdo 1.31, foi confeccionado o dendrograma UPGMA para cada uma
das medidas de distincias genéticas dos municipios analisados, para tal fim foi
utilizado o software MEGA versao 2.1 (Molecular Evolutionary Genetic Analysis)
(KUMAR et al., 2004). O dendrograma UPGMA foi construido assumindo que a
taxa de evolugdo se mantém constante ao longo da histéria evolutiva dos grupos
neles incluidos. Além disso, com ajuda de um GPS (Geography Position System)
marca Meridian Magellan foram obtidos os dados de latitude e longitude de cada
um dos municipios e das localidades de estudo. A partir destes dados e com ajuda

do site: http://home.hiwaay.net/~taylorc/toolbox/geography/geodist.cgi, foi possivel

determinar a distdncia entre cada um dos municipios em quilometros.
Posteriormente foi confeccionada a matriz da distancia geografica e com ajuda do
software MEGA versdao 2.1 foi confeccionando o dendrograma UPGMA da
distancia geografica. Também foram confeccionadas as tabelas de: a) Distancia
genética e geografica das populagdes de S. mansoni nos municipios selecionados;
b) Distribuicao da frequéncia do loci polimorfico das populacdes de S. mansoni dos
municipios selecionados; e c¢) Estimativa do indice de fixacdo (Fsr) (WRIGHT,
1951) e do nimero de migrantes (Nm) encontradas nas nove populagdes de S.
mansoni presentes no Estado de Pernambuco.

Por outro lado, foram realizadas as anélises de correlacdo entre a distancia genética
e geografica de cada par das populagdes selecionadas com a ajuda do software livre
BIOSTAT versao 5.0 (AYRES et al., 2007) e através do teste de Mantel (1967).

Além disso, foram feitas 1000 simulagdes através do teste Boostrat, para examinar
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nossa hipdtese de nulidade: “A estrutura genética das populagdes de S. mansoni

apresenta auséncia de continuidade geografica”.

5.3.4 Analise da distribuicao geografica dos perfis genéticos das populagdes de S. mansoni

nos municipios selecionados através do modelo Median-Joining Network

O Median Joining Networks (MJN) foi aplicado através do sofiware livre Network
versdo 4.5.1.6 (FLUXUS TECNOLOGY LTD., 2009). Antes de usar este software foi
necessario passar os arquivos de cada grupo de sequéncias binarias (1= presenca das bandas
ou locos, e 0 = auséncia das bandas ou locos) identificadas para cada um dos perfis por cada
um dos primers para o formato mega e através do software livre DnaSP versdo 5.10 (ROZAS;
LIBRADO, 2009) os arquivos foram formatados com a extensao rdf.

Neste estudo o MJN foi usado a fim de explicar a relacdo biogeografica dos diferentes
perfis genéticos identificados pelos primers selecionados (OP-A9, OP-B6 ¢ OP-G13) para
cada uma das escalas analisadas (regional e local). Os perfis genéticos foram considerados
como a unidade evolutiva na compreensao da heterogeneidade da dindmica da transmissao da
esquistossomose.

O MJN ¢é um algoritmo que tem sido de grande utilidade na genética de populagdes e o
que o diferencia dos outros ¢ que ele gera the median vectors network de acordo com o
principio de maxima parcimonia, permitindo a recombinagdo dos dados ou sequéncias
binarias. Leva em conta os eventos de mutagdo e recombinagao, a fim de minimizar o nimero
de mudangas qualitativas necessarias na obten¢ao das arvores filogenéticas. Em relagdo a esta
ultima parte, o MJN determina a distancia entre as sequéncias bindrias, tomando em conta o
nimero de caracteres diferentes, dando peso a cada um deles. Desta forma, determina o
seguinte: a) quais sdo as sequéncias que mantém uma maior proximidade; e b) quais sdo as
sequéncias que estdo mais distantes e com quais se relacionam. Além disso, ¢ possivel
visualizar a frequéncia com que aparecem as sequéncias nas diferentes sub-populagdes
analisadas e sua distribuicdo geografica. Na Figura 8, ¢ possivel visualizar um exemplo da

relagdo de proximidade entre as sequéncias analisadas.
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Figura 8. Median vector X of binary sequences U, V, and W
Fonte: Adaptado de Bandelt et al. (1999).

Em relagdo a interpretacdo dos resultados obtidos através MJN, existem varios
caminhos. Este trabalho se baseou na teoria de “Coalescéncia” (MORRINSON, 2005). Esta
teoria ¢ aplicada na genética de populagdes para sugerir a identificagdo do haplotipo ancestral
e explicar a relagdo biogeografica entre estes. No caso de nossos dados, esta teoria nos ajudara
a compreender a biogeografia evolutiva dos perfis identificados através RAPD-PCR. Para tal
fim € necessario aplicar os seguintes critérios: a) identificar o perfil mais frequente ou mais
comum dentro das populacdes analisadas; b) identificar o perfil que tem o maior nimero de
ramificagdes ou conexdes com outros perfis e c) identificar o perfil que tinha uma boa
representatividade do ponto de vista da distribuicdo geografica (MORRINSON, 2005). Em
acréscimo, a interpretacdo destes resultados permitiu examinar os modelos tedricos co-
evolutivos chamados “Red Queen e Custo-Beneficio Trade Offs”. Estes modelos teoéricos
foram usados para explicar a Frequéncia-Dependéncia dos perfis genéticos e o Custo-
Beneficio da manuten¢do dos polimorfismos dos parasitos por parte das duas espécies de
vetores incriminadas (B. glabrata e B. straminea) na transmissao de cada um dos municipios
selecionados.

Por outro lado, ¢ necessario a compreensdo da estrutura das figuras ou os MJN
construidos para cada um dos primers analisados em cada escala geografica (regional e local).
E necessario indicar que cada municipio foi identificado com uma cor. No caso dos perfis
genéticos, estes foram identificados com a letra “P e um numero”, e a frequéncia dele nas

areas geografica determinou o tamanho do circulo. Desta forma, foi possivel esperar encontrar



86

Ecologia de Biomphalaria e Genética de Schistosoma mansoni

que alguns perfis estiveram presentes em varios municipios, ou seja, o circulo que representou

esse perfil apresentou um tamanho determinado e varias cores.

5.4 Resultados

5.4.1 Identificacdo do polimorfismo genéticos das populacdes de S. mansoni presentes nos

municipios selecionados

Foram isolados os ciclos bioldgicos de S. mansoni através da coleta de material fecal de
28 casos humanos positivos para este parasito. Estas sub-populagdes estavam distribuidas da
seguinte forma nos municipios selecionados: Goiana [Carne de Vaca (4), Ponta de Pedras (1),
Sao Lourenco (2) e Impoeira (8)], Timbatba [Cruangi (1)], Sdo Lourenco da Mata [Nova
Tiima (1)], Paulista [Janga (1)], Jaboatdao dos Guararapes [Sotave (1) e Lagoa do Nautico
(2)], Ipojuca [Porto de Galinhas (1)], Cortés [Usina Unido (2)], Gameleira [Santa Terezinha
(2)], Garanhuns [Iratama (2)]. Além disso, foram selecionadas duas cepas mantidas nos
laboratérios de Sao Paulo/Linhangem R (1) e de Minas/LE (1). Trinta foi o total de sub-
populagdes analisadas. Os niimeros de vermes adultos analisados tanto na escala regional
como local sdo apresentados nos Apéndices F e G respectivamente.

Em relacdo RAPD-PCR, cada reagdo foi realizada duas vezes em diferentes méaquinas
de PCR (ver os Apéndices Ja e Jb), para garantir a reprodutividade dos resultados. A Tabela 5
mostra o nimero dos perfis genéticos e o total de bandas identificadas para cada um dos
primers avaliados. Em acréscimo, foi feito um gel resumo para cada primer com a finalidade

de mostrar os diferentes perfis identificados (ver os Apéndices K, L, M, N e O).
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Tabela 5. Primers usados na amplificagdo do DNA gendmico das populagdes de Schistosoma mansoni
selecionadas em municipios do Estado de Pernambuco.

Primers Sequéncia 5'-- 3° N° de Perfis N° de Bandas
OP-A9 5'-GGGTAACGCC-3 26 20
OP-A10 5'-GTGATCGCAG-3" 14 21
OPAI3 5'-CAGCACCCAC-3" 19 23
OP-B6 5'-TGCTCTGCCC-3" 24 16
OP-G13 5'-CTCTCCGCCA-3' 16 17

5.4.2 Andlise da estrutura genética das populagdes de S. mansoni presentes nos municipios

selecionados

As andlises sobre a amplificacdo dos perfis genético dos cinco primers testados
mostraram que os primers OP-A9, OP-B6 e OP-G13 produzem variabilidade e
reprodutibilidade. Neste sentido verificaram-se variagdes no tamanho dos fragmentos das
bandas para cada um dos primers analisados (OP-A9= 396-2180 pb; OP-B6= 700-6108 pb; e
OP-G13=506-4072).

A variabilidade genética identificada a partir da analise desses primers permitiu verificar
que os grupos genéticos se encontram distribuidos da seguinte forma nas areas de estudo
selecionadas em Pernambuco: a) 44,44% estdo presentes nos municipios estudados da area
litoranea; b) 33,33% entre a Regido Metropolitana e a Zona da Mata Sul; c¢) 11,11% na Zona
da Mata Norte; e d) 11,11% fora da area endémica, em Garanhuns (Tabela 6). Em relagdo a
diversidade genética, observa-se a formagdo de trés grupos: a) Os municipios de Goiana,
Paulista e Jaboatao dos Guararapes apresentam em média a maior diversidade genética dentro
de cada uma de suas populagdes respectivamente (Tabela 6). Assim, nas inter-populagdes
observou-se que o numero de /loci e a percentagem de loci polimorficos apresentaram os
valores mais altos em comparagao com todas as populacdes analisadas (Tabela 6). Mas, as
inter-populagdes deste grupo sdo pouco diferenciadas e mais proximas entre si, porque
mostram uma distancia genética pequena (Tabela 7 e Figura 9); b) O segundo grupo ¢
formado pelas populagdes dos municipios de Sdo Lourenco da Mata, Corté€s e Gameleira.

Estes municipios exibiram uma diversidade genética média menor, assim como, um menor
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numero de /oci e de percentagem de /oci polimdrficos em comparagdo com o primeiro grupo;

e ¢) No terceiro grupo estdo os municipios de Timbauba, Ipojuca e Gameleira, este grupo se

diferencia do resto, e em consequéncia a distancia genética e geografica com relagdo aos

outros grupos ¢ maior (Tabela 7 e as Figura 9 ¢ 10).

Em relagdo a distancia genética de Nei’s (1978), o valor minimo foi de 0,0092 (entre

Goiana/Jaboatdao dos Guararapes) e o valor maximo foi de 0,2365 (entre Sdo Lourengo da

Mata/Garanhuns).

Tabela 6. Variabilidade genética dos /oci RAPD-PCR em nove populagdes de S. mansoni do Estado de

Pernambuco.
Sao Jaboatio
Variaveis Timbauba Goiana Paulista Lourenco dos Ipojuca Cortés Gameleira Garanhuns Total
da Mata Guararapes
na Média 1,32 1,96 1, 68 1,47 1,96 1,58 1,53 1,70 1,32 1,98
St. Dev 0,47 0,19 0,47 0, 50 0,19 0, 50 0,50 0, 46 0,47 0, 14
ne Média 1,23 1,36 1,42 1,29 1,45 1,30 1,23 1,35 1,23 1,45
St. Dev 0,33 0,29 0, 36 0,36 0, 34 0,34 0,29 0,37 0,37 0, 34
h Meédia 0,13 0,23 0,25 0,17 0,27 0,18 0,15 0,21 0,13 0,27
St. Dev 0,20 0,16 0,20 0,20 0,17 0,19 0,17 0,20 0,20 0,17
N° loci 17,00 51,00 36,00 25, 00 51,00 31,00 28,00 37,00 17, 00 52,00
(.)/0 loci 32,08 96,23 67,92 47,17 96, 23 58,49 52,83 69, 81 32,08 98, 11
polimorficos
Nota: na = Numero de alelos observado; ne = Média do niumero efetivo de alelos [Kimura e Crow (1964)]; h =
Nei's (1973) diversidade genética; P = Numero de loci polimorficos; P% = Percentagem de loci polimorficos;
St. Dev= Desvio padrao.
Tabela 7. Distancia genética (cor cinza) e distancia geografica das populagdes de Schistosoma mansoni dos nove
municipios selecionados no Estado de Pernambuco.
Sao Jaboatio dos
Municipios Goiana Timbauba Lourenco Paulista Ipojuca Cortés Gameleira Garanhuns
Guararapes
da Mata
Goiana ARk 35,30 39, 40 36, 60 49, 30 75,80 101,30 100, 50 204, 60
Timbatba | 0,0979  *¥#kxkx 56, 00 63, 30 64, 60 86,20 91,30 97,70 181, 60
Sao
Lourencd da | 0,0921 0, 1609 Rllallolol 17, 60 9,90 36,50 71,70 65, 50 182,70
Mata
Paulista 0,0638  0,0961 0, 1642  w#kxkks 22,40 47,10 88,70 80, 80 200, 20
Jaboatdo dos 5597 0 0925 0,0828  0,0269  *rrrrrr 2680 66,90 58,40 179,30
Guararapes
Ipojuca 0,1191  0,0492 0,1617 0, 0481 0, 0864 wEEkFEERE 5340 38, 40 165, 50
Cortés 0,0628 0, 1465 0,0138 0, 1402 0, 0537 0, 1555 #****xx 20, 50 112,90
Gameleira = 0,0489 0, 1236 0,0312 0, 0890 0, 0325 0,1194 10,0202  Hxxksk 127,70
Garanhuns | 0,1907 0, 1457 0, 2365 0, 1436 0, 1589 0,0591 0,2342 0, 1860 ool

Nota: A distancia geografica foi determinada em Quilometro.
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No dendograma da distancia genética (Figura 9), observou-se a presenca de dois clados:
a) O primeiro estd subdividido em dois clados menores. O subclado 1 estd formado por trés
populagdes (municipios: Goiana, Jaboatdo dos Guararapes e Paulista), mas a populacao de
Paulista aparece isolada das outras. Em relagdo ao subclado 2, ele estd formado por trés
populagdes (municipios: Sdo Lourenco da Mata, Cortés e Gameleira), neste caso a populagao
que aparece isolada foi Gameleira; e b) O segundo clado estd formado por trés populagdes,
mas duas populagdes aparecem juntas (municipios: Timbatba e Ipojuca) e como populagao
isolada se encontra Garanhuns. O dendograma da distancia geografica (Figura 10) mostrou
um nivel de consisténcia com relagdo ao dendograma de distdncia genética (Figura 9),
embora, quatro municipios (Goiana, Timbauba, Sdo Lourenco da Mata e Ipojuca) apresentem
pequenas distancias geograficas, e grande distancia genética entre elas (Tabela 7).

No que se refere ao critério proposto por Wright (1978) para interpretar os valores de
Fsr, numa populacdo ideal, na qual ndo sdo considerados os efeitos da migracdo, mutacao ou
da selecdo natural, Gsr pode ser interpretado em funcdo da deriva genética. Desta forma,
observa-se na escala regional desta pesquisa que existe uma grande diferenciagdo genética
(média de Gy ou Fsr= 0,2995) entre os locos analisados pelos primers OP-A9, OP-B6 ¢ OP-
G13 presentes nas populacdes de S. mansoni dos noves municipio selecionados (Apéndice H).
Mas, quando foi analisada a taxa de migracdo (Nm) entre as populacdes, o valor determinado
foi Nm= 1,1694, o qual indica a existéncia de uma leve diferenciacdo genética entre as
populagdes analisadas (BOERGER et al., 1993). As populagdes que se mostraram mais
diferenciadas foram: Goiana/Garanhuns (distancia genética= 0,190), Sao Lourenco da
Mata/Garanhuns (distancia genética = 0,236) e Cortés/Garanhuns (distdncia genética =

0,2342).

— Goiana

L Jaboatio dos Guararpes
Paulista

Gameleira

{ Sao Louren¢o da Mata
o] Cortés

Garanhuns

| Timbauba

Ipojuca

Figura 9. UPGMA Dendograma de Nei’s (1978) distancia genética entre as populagdes de S. mansoni em nove
municipios do Estado de Pernambuco.
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_I: Sao Louren¢o da Mata
Jabotao dos Guararapes

Paulista

Ipojuca

I: Goiana
Timbauba

Garanhuns

80 60 40 20 0

Figura 10. UPGMA Dendograma da distancia geografica (em Km) entre as populagdes de S. mansoni em nove
municipios do Estado de Pernambuco.

O teste de Mantel (1967) permitiu evidenciar um padrao de dispersdo geografico, devido
a existéncia de uma correlagdo positiva (que vai de moderada a forte) e significativa (r =
0,0534; p<0,0001) entre a distancia geografica e a distancia euclidiana baseada na frequéncia
das bandas identificadas através dos marcadores de RAPD-PCR (primers OP-A9, OP-B6 e
OP-G13) de cada par das populagdes analisadas (Figura 11).
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Figura 11. Correlacdo entre a distancia genética e geografica das populagdes de Schistosoma mansoni dos nove
municipios selecionados no Estado de Pernambuco, usando o teste de Mantel com 1000 permutagdes (1= 0.534;
p<0.0001).

No que se refere a estrutura genética da escala local (Goiana) foram observados dois

grupos: a) No primeiro estdo as populagdes de S. mansoni das localidades Carne de Vaca e
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Sao Lourengo. Estas duas populagdes apresentam em média a menor diversidade genética em
comparagdo com o restante das populagdes e os valores menores foram identificados na
populagdo de Sao Lourengo (Tabela §). Além disso, observou-se tanto um niimero menor de
loci como uma percentagem menor de loci polimorfico em comparagdo com as outras
populagdes (Tabela 8); b) No segundo grupo estdo as populagdes de Ponta de Pedra e
Impoeira. Estas apresentam em média uma maior diversidade genética. Nestas populagdes se
identificou um maior niumero de loci € uma maior percentagem de /oci polimoérfico. No
dendograma da distancia genética (Figura 12) identificaram-se dois clados, o primeiro se
encontra nas populagdes de Carne de Vaca e Sdo Lourenco e o segundo estd nas populagdes
de Ponta de Pedras e Impoeira. Em relacdo a distancia genética de Nei’s (1978), o menor
valor foi 0,00729 (entre Ponta de Pedra/Impoeira) e o valor mais alto foi 0,2165 (entre Sao
Lourenco/Impoeira) (Tabela 9). Estes resultados corroboram a auséncia de consisténcia
encontrada entre o dendograma da distancia genética e da distancia geografica e com a

auséncia de correlagdo encontrada através do teste de Mantel (Figuras 12 e 13).

Tabela 8. Variabilidade genética dos loci RAPD-PCR das quatro populagdes de S. mansoni presentes no
municipio de Goiana, Estado de Pernambuco.

Varidveis Carne de Vaca Sao Lourenco Ponta de Pedra Impoeira Total

Na Média 1,45 1,21 1,67 1,73 1,94
St. Dev 0,51 0,42 0,48 0, 45 0,24

NE Meédia 1,30 1,09 1,39 1,36 1,41
St. Dev 0,41 0,21 0,36 0, 34 0,33

H Média 0,17 0,06 0,23 0,22 0,25
St. Dev 0,21 0,13 0,19 0,19 0,17

N° loci 15,00 7,00 22,00 24,00 31,00

% loci polimorfico 45,45 21,21 66, 67 72,73 93, 94

Nota: na = Numero de alelos observado; ne = Média do numero efetivo de alelos [Kimura e Crow (1964)]; h =
Nei's (1973) diversidade genética; P = Numero de /oci polimorficos; P% = Percentagem de /oci polimorficos;
St. Dev= Desvio Padrao.

Tabela 9. Distancia genética (cor cinza) e distancia geografica das quatro populagdes de Schistosoma mansoni
presentes no municipio de Goiana, Estado de Pernambuco.

Localidades Carne de Vaca Sdo Lourenco Ponta de Pedra Impoeira
Carne de Vaca lololo 2,00 5,50 18, 30
Sao Lourenco 0, 0860 lololo 5, 80 21,70
Ponta de Pedra 0, 1070 0, 1920 A 16, 70

Impoeira 0, 0873 0,2165 0, 0729 lololo

Nota: A distancia geografica foi determinada em Quilometro.
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Carne de Vaca

Sao Lourenco
Ponta de Pedra

Impoeira

0.06 0.04 0.02 0.00

Figura 12. UPGMA Dendograma de Nei's (1978) mostrando a distdncia genética entre as quatro populagdes de
S. mansoni presentes no municipio de Goiana, Estado de Pernambuco.

Carne de Vaca

Sao Louren¢o
— Ponta de Pedra

Impoeira

8 6 4 2 0

Figura 13. UPGMA Dendograma da distancia geografica (em Km) nas quatro populagdes de S. mansoni
presentes no municipio de Goiana, Estado de Pernambuco.

Em relagdo ao critério proposto por Wright (1978) para interpretar os valores de Fisr, tal
como ja foi explicado acima, na escala regional foi visto que este pardmetro na escala local,
evidenciou a existéncia de uma grande diferenciacao genética (média de Gsr ou Fsr= 0,3253)
entre os locos analisados pelos primers OP-B6 e OP-G13 presentes nas quatro populacdes das
localidades do municipio de Goiana (Apéndice I).

Por outro lado, quando analisamos a taxa de migragdo (/Nm), o resultado obtido de Nm=
1,036 indica que deve existir uma leve diferenciacdo entre as populagdes analisadas
(BOERGER et al., 1993). Em acréscimo, as populagdes que se diferenciam entre elas sdo:
Carne de Vaca e Ponta de Pedras (distancia genética = 0,107), Sdo Lourengo e Ponta de
Pedras (distancia genética = 0,192), e Sdo Lourengo e Impoeira (distdncia genética = 0,2165)

(Tabela 9).
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5.4.3 Analise da distribui¢do geografica dos perfis genéticos identificados nas populagdes de
S. mansoni através do RAPD-PCR, nos municipios selecionados para o estudo (escala

regional e local).

O método Median Joining Network (MJN) foi usado para analisar a distribuicao
geografica dos perfis genéticos identificados pelos primers OP-A9, OP-B6 ¢ OP-G13, nas
populagdes de S. mansoni tanto na escala regional como local. Com base na teoria de
“Coalescéncia” (MORRISON, 2005), as andlises realizadas com ajuda do primers OP-A9,
apontam para o perfil cinco (P05) como o haplotipo mais frequente e que possui mais conexao
com alguns dos perfis identificados nos municipios selecionados no Estado de Pernambuco.
Entre os perfis que apresentaram uma frequéncia importante na escala regional, estdo: P22,
PO1, P03, P11, P19 e P16 (Figura 14). Porém, os perfis que mostraram uma melhor
representacdo geografica foram: PO1, P03, P11, P19 e P16, P14, P09 e P21 (Figura 14). Além
disso, observaram-se alguns perfis isolados geograficamente: P04, P06, P07, P08, P12, P13,
P18, P20, P22, P23 e P25. Em relagdo a escala local, observou-se que os perfis mantém mais
ou menos 0 mesmo comportamento quanto a frequéncia e representatividade geografica.
Além disso, foram identificados como isolados do ponto de vista geografico os perfis: POS,

P13, P18 e P23 (Figura 15).

Municipios:

Timbaiba

Goiana

Paulista

S3o0 Lourenco da Mata
Jaboatio dos Guararapes
Ipojuca

Cortés

Gameleira

ERC OR[N

Gar anhuns

Figura 14. Distribuigdo geografica dos 26 perfis genéticos identificados pelo primer OP-A9 das populacdes de S.
mansoni em nove municipios do Estado de Pernambuco.
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Localid ades do Municipio de Goiana:

- Carne de Vaca
- Ponta de Pedra
- Sio Lourenco
l:l Impoeira

Figura 15. Distribui¢do geografica dos 17 perfis genéticos identificados pelo primer OP-A9 das populagdes de S.
mansoni em nove municipios do Estado de Pernambuco.

Com relagao aos resultados obtidos pelo primer OP-B6, através do MJN identificou-se
como haplotipo representativo na escala geografica (regional) o perfil dezenove (P19), por
estar em concordancia com a teoria de “Coalescéncia” (MORRISOM, 2005). Os perfis que se
apresentaram como os mais frequentes foram: P01, P02, P13, P22. Os que mostraram uma
maior distribui¢do geografica foram: P01, P02, P03, P04, POS, P06, P11, P13 e P18. Os perfis
que se mostram isolados do ponto de vista geografico foram: P09, P10, P12, P14, P15, P20 e
P21 (Figura 16).

Municipios:

Timbaaba

Goiana

Paulista

Sio Lourenco da Mata
Jaboatio dos Guararapes
Ipojuca

Cortés

Gameleira

ERCONNCE

Gar anhuns

Figura 16. Distribui¢do geografica dos 22 perfis genéticos identificados pelo primer OP-B6 das populacdes de S.
mansoni em nove municipios do Estado de Pernambuco.
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No que tange a escala local, os resultados do MJN através dos perfis identificados pelo
primer OP-B6, mostram os mesmos padrdes para os perfis que se apresentaram como mais
frequente na escala regional (Figura 16). Mas, no que se refere aos perfis que se apresentam
menos frequentes nesta escala, observou-se que alguns deles também estdo presentes em

outros municipios: P04, P05, P06, POS, P11, P16 e P22 (Figura 16 e 17).

Localid ades do Municipio de Goiana:

- Carne de Vaca
- Ponta de Pedra
- Sio Lourenco
I:| Impoeira

Figura 17. Distribui¢do geografica dos 17 perfis genéticos identificados pelo primer OP-B6 das populagdes de S.
mansoni em quatro localidades do municipio de Goiana, Estado de Pernambuco.

Quanto aos resultados obtidos pelo primer OP-G13, identificou-se através do MJN o
perfil dez (P10) como haplotipo melhor representado na escala geografica regional, por estar
em conformidade com os critérios definidos anteriormente (MORRINSON, 2005). Nesta
escala os perfis mais frequentes foram: PO1, P09, P14, P15. A maior parte destes perfis tem
uma boa distribuicdo geografica: P01, P09, P10 e P14 (Figura 18). Alguns perfis se
mostraram pouco frequentes e isolados do ponto de vista geografico: P04, P05, PO8 ¢ P13

(Figura 19). Na escala local observou-se o mesmo padrdo quanto a frequéncia dos perfis: P04,

P05, e POS.
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P01

Municipios:
Timbaiba
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Goiana

Paulista

Sio Lourenco da Mata
Jaboatio d os Guararapes
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Gameleira

Gar anhuns

HELOENRCN

Figura 18. Distribuigdo geografica dos 16 perfis genéticos identificados pelo primer OP-G13 das populagdes de
S. mansoni em nove municipios do Estado de Pernambuco.

Localid ades do Municipio de Goiana:

- Carne de Vaca
- Ponta de Pedra
- Sao Lourenco
l:l Impoeira

Figura 19. Distribuigdo geografica dos 13 perfis genéticos identificados pelo primer OP-G13 das populagdes de
S. mansoni em quatro localidades do municipio de Goiana, Pernambuco.
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5.5 DISCUSSAO

5.5.11dentificacdo do polimorfismo genéticos das populagdes de S. mansoni presentes nos

municipios selecionados

Neste trabalho, o uso da técnica RAPD-PCR para estudar o polimorfismo genético de
vermes adultos coletados nas nove populagdes de S. mansoni, no Estado de Pernambuco,
permitiu indicar a existéncia de uma diversidade genética importante. Assim, a0 comparar 0s
resultados obtidos através dos primers (OP-A9, OP-A10 e OP-G13) usados nesta pesquisa
com os resultados reportados nos trabalhos de Sire et al. (1999; 2001), encontrou-se que o
total de bandas e o nimero de /oci polimorficos nas populagdes de S. mansoni analisadas aqui
foram maiores. Uma possivel explicagdo deste fato pode estar relacionada com as dimensdes
da area geografica e o nivel de heterogeneidade. As andlises de Sire et al. (1999; 2001),
desenvolvidas na Ilha Grande Terre (Colonia Francesa), em uma éarea geografica bem menor,
incriminaram B. glabrata como hospedeiro intermedidrio e na dindmica da transmissao
participaram dois hospedeiros definitivos (Homem e Rattus ratus). A presente pesquisa foi
desenvolvida em area endémica continental bem maior onde B. glabrata e B. straminea sao os
responsaveis pela dindmica da transmissao da esquistossomose.

Nossos achados estdao em concordancia com os resultados dos trabalhos de Agola et al.
(2009), Minchella et al. (1995), e Sire et al. (1999; 2001), os quais mostraram que o0S
hospedeiros intermedidrios sdo responsaveis tanto pelos tipos como pelos niveis de dispersao
dos genotipos do parasito nas areas de estudo, ja que o Biomphalaria poderia estar eliminando
varios genotipos na fase de cercarias, como consequéncia de uma infec¢ao plurimiracidial.

Neste sentido, na escala local observou-se diferengas nos niveis de susceptibilidade do
Biomphalaria e, da infectividade e viruléncia do S. mansoni (ver Figuras 6 e 7). Com relagao
ao parasito, nossos achados mostram que na escala local estdo circulando varios tipos de
perfis genéticos. Alguns destes mostram relacdo com a presenca do tipo de espécie do
Biomphalaria (ver Apéndices 15, 17 e 19). No caso da escala regional, evidenciou-se que as
areas analisadas em Pernambuco que mostraram maior abundancia relativa do Biomphalaria
(B. glabrata e B. straminea) e das taxas de infec¢@o natural destas espécies (ver a Tabela 1 e
Quadro 1), sdo as areas que apresentaram tanto um maior N° de loci como % de loci

polimoérfico (ver Tabela 6). Em acréscimo, os resultados de nosso trabalho estdo em
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concordancia com Huyse et al. (2005), j4 que também existem outros fatores bioldgicos e
ecologicos embutidos na interagdo parasito-vetor-vertebrados, os quais podem ter influéncia
na distribuicao dos perfis genéticos dentro e entres as populagdes de S. mansoni. No caso do
municipio de Goiana-PE, foi possivel evidenciar que os fatores ambientais (pluviometria,
periodo climatico e temperatura) e a heterogeneidade da eco-epidemiologia na dinamica de
transmissdo especifica de cada foco (ver Graficos 1, 2, 3, 4, 5, e 6) s@o fatores que poderiam
estar selecionando a circulagdo dos perfis genéticos das populagdes de S. mansoni (AGOLA

et al. 2009; CURTIS; MINCHELLA, 2000; THIELE et al., 2008).

5.5.2 Anélise da estrutura genética das populagdes de S. mansoni presentes nos municipios

selecionados

A estrutura genética das populacdes de S. mansoni depende da interacao das forcas
microevolutivas (CURTIS; MINCHELA, 2000). Assim, as mutagdes criam novos alelos nas
sub-populagdes. A selegdo favorece ou aumenta a frequéncia de alguns tipos de alelos, € a
alternancia da frequéncia alélica ¢ devida as flutuagdes dos processos estocasticos. Desta
forma, cada uma destas forgas faz que as populacdes sejam menos semelhantes. Mas, o fluxo
génico ou movimento de gametas ou migracao dos individuos tendem a eliminar os limites
entre as sub-populagdes. Em acréscimo, em algumas circunstancias o fluxo genético se define
como uma forga evolutiva criativa, porque possibilita a distribuicdo dos alelos dentro e entre
as populacdes. Nao obstante, em outros momentos pode prever o surgimento de diferengas
entre as populagdes (CURTIS; MINCHELA, 2000; HEDRICK, 2000). No caso das
populacdes de S. mansoni de Pernambuco, nossos dados mostram que a estrutura genética
deste parasito, estd sendo definida tanto pela forcas microevolutivas indicadas como pela
pressdo de selecdo exercida pelo Biomphalaria e também pelo grau de agregacdo e a
distribuicdo geografica desta espécie (CURTIS et al., 2002; JARNE; THERON, 2001;
THIELE et al., 2008).

Por outro lado, uma possivel interpretacao sobre a comparagao dos resultados obtidos
por Sire et al. (1999; 2001), e os desta pesquisa, pode ser feita através do fluxo génico e a taxa
de migracdo observada em cada caso. Este fluxo pode ser interpretado através do modelo
teorico de Ilha, onde o movimento de alelos se da ao acaso, em qualquer dire¢do, entre um

grupo de pequenas populagdes (PERECIN, 2000). As observacdes relacionadas ao Estado
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Pernambuco que dizem respeito da estrutura genética das populagdes S. mansoni, podem ser
corroboradas pelo modelo visto acima, no qual ¢ possivel aplicar as seguintes premissas: a) as
populagdes de maior tamanho mostram uma maior diversidade genética; b) as populagdes
mais proximas tém um alto fluxo genético, tendem a ser mais semelhantes e em consequéncia
a distancia genética entre elas € pequena; c) as populagdes mais isoladas geograficamente
apresentam uma menor diversidade e uma maior distdncia genética; d) as populagdes nao
funcionam como um sistema fechado, pelo contrario, tende a se interconectar através do fluxo
genético. Estas caracteristicas estdo fortemente vinculadas com os modos de transmissao, os
ciclos de vida dos parasitas e dos hospedeiros, e com a estrutura genética dos hospedeiros
(BLOUIN et al., 1995).

Os achados deste trabalho mostram que as populagdes de S. mansoni que apresentam
uma distancia genética menor ¢ ocupam o mesmo subclado, como nos municipos de Sdo
Lourengo da Mata, Cortés e Gameleira, estdo compartilhando a mesma espécie de vetor, B.
straminea. Um segundo subclado, formado por Goiana, Paulista e Jaboatdo dos Guararapes, o
vetor em comum e mais susceptivel foi B. glabrata, embora em Goiana e Paulista também
esteja presente B. straminea. Ja no terceiro clado estdo as populacdes dos municipios
Timbatba, Ipojuca e Garanhuns, sendo que este ultimo apresenta as duas espécies do género
Biomphalaria. Neste caso, ¢ interessante destacar que apesar de que estejam no mesmo clado
a populacdo de S. mansoni de Garanhuns, estd se comportando como um grupo independente.
Timbauba apresenta B. straminea enquanto apenas B. glabrata foi identificado nas
localidades litoraneas de Ipojuca. Neste terceiro clado, apesar das populagdes de S. mansoni
estarem distantes geograficamente, elas apresentam pequena distancia genética. Além da
presenca do vetor, o fluxo genético parece ser outro fator determinante na proximidade destas
populagdes, principalmente nas localidades do municipio de Ipojuca (ponto geografico em
comum) onde o desenvolvimento turistico promove alta rotatividade humana.

No que se refere a diferenciagdo genética (Fsr) e ao fluxo génico (/Nm) entre as
populagdes analisadas tanto na escala regional como na escala local, os locos RAPD
analisados nas duas escalas mostraram que existe uma diferenciagdo genética (escala regional
Fs7= 0,299 e escala local Fgr= 0,325). Porém, quando se analisou as taxas de migracao entre
as populagdes (Nm) observamos que os valores encontrados foram maiores que 1 nas duas
escalas (escala regional Nm = 1,169 e escala local Nm = 1,0236), o que indica que ha uma
pequena diferenciagdo genética entre as populagdes (BOEGER et al., 1993) por causa do alto

fluxo génico entre estas.
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Os resultados das andlises de Mantel (1967) mostraram uma correlagdo positiva e
significativa colocando em evidéncia a existéncia de um padrao de dispersdo geografico sobre
a distribuicdo da frequéncia al¢lica (LOUZADA et al., 2006). Este resultado estd em
concordancia com o inicio da diferenciacdo genética entre as populagdes em funcao da
distancia geografica, ou seja, populacdes mais proximas tenderdo a ser mais semelhantes e no
caso das mais distantes sdo mais diferentes.

Na escala local representada pelo municipio de Goiana, os resultados obtidos através do
teste de Mantel (1967) ndo mostraram a existéncia de correlacdo. Este achado indica a
presenca de alto fluxo genético entre as populacdes deste municipio. Esta informacao esta em
concordancia com os resultados observados por Sire et al. (2001) e Gandon et al. (1996)
também em escala local.

Em Pernambuco, embora as populagdes de S. mansoni mostrem uma pequena
diferenciagdo genética por causa do fluxo genético, este processo ¢ determinado
principalmente pelos niveis de compatibilidades e de agregacdo ou de distribuicdo do
Biomphalaria incriminado na transmissdo. Mas, no tempo € no espaco esta situacdo poderia
mudar, ja que alguns locos mostraram valores de Fsr acima de 0,3 (indicando uma alta
diferenciagdo genética) e valores de Nm< 1 (auséncia ou baixo fluxo genético), o que poderia
indicar que algumas sub-populacdes estdo passando por um processo de diferenciagdo, como
consequéncia da baixa interagdo com outras populacdes. Nao obstante, serd importante
analisar um numero maior de sub-populagdes de parasitos, alem de usar marcadores genéticos

mais robustos como o caso dos microssatélites, para poder definir esta situagao.

5.5.3 Analise da distribuicdo geografica dos perfis genéticos das populacdes de S. mansoni

nos municipios selecionados

O método Median Joininig Network (MJN) permitiu uma visdo da distribuicdo e da
biogeografia evolutiva das populagdes de S. mansoni, através da verificagdo da teoria de
“Coalescéncia” e definicdo dos perfis (conjunto de alelos) como unidade evolutiva. Desta
forma, identificou-se para cada primer um haplotipo representativo. E interessante notar que
para cada um dos casos analisados este hapldtipo sempre esteve sob um processo de selecao,
Jj& que precisou passar através das duas espécies de vetores do género Biomphalaria. Esta

situacdo pode ser estimada a partir de nossos achados ecologicos, ja que em alguns areas
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geograficas as duas espécies do género Biomphalaria estio compartilhando o mesmo habitat e
estdo participando na transmissdo. Além disso, os vermes adultos isolados e analisados sdo de
pessoas que frequentaram estes focos. Em acréscimo, o modelo MJN corrobora que o
processo de segregacdo ou diferenciacdo, mutagdo, recombinacdo e hibridagdo, pelo qual
passaram os haplotipos representativos de S. mansoni que provavelmente estavam ou
continuam sendo direcionados tanto por B. glabrata como B. straminea.

Para aprofundar a interpretacdo do modelo MJN e explicar como ¢ mantida variabilidade
da estrutura geografica e os processos evolutivos embutidos na escala regional, utilizou-se os
modelos teoricos “Red Queen e Custo-Beneficio Trade-Offs” para a explicacdo dos processos
coevolutivos (S. mansoni - Biomphalaria) evidenciados em Pernambuco. O primeiro modelo
tedrico coevolutivo sugere que os perfis mais comuns sdao selecionados por ter um melhor
valor reprodutivo (fitness) apresentando vantagem evolutiva. A Frequéncia-Dependéncia dos
gendtipos estard em dependéncia das condi¢des favoraveis, estabelecendo um processo de
adaptagdo local que pode ser definido como uma relagdo simpatrica. Neste sentido, este
modelo teodrico satisfaz parte da interpretagdo do modelo MJN, porque em Pernambuco
evidenciou-se que a interacdo parasito-molusco mais eficiente ¢ alopatrica. Desta forma, a
aplicacio do modelo “Custo-beneficio Trade-Offs tem um papel complementar na
interpretacdo do MJN. Em acréscimo, a palavra “Trade-Offs” implica perder uma qualidade
ou aspecto, ganhando em troca outra qualidade ou aspecto (WEBSTER; DAVIES, 2001;
WEBSTER et al., 2004). Desta forma, ¢ possivel compreender as flutuagdes das variagdes
genéticas para a resisténcia, infectividade e viruléncia dentro das populacdes naturais dos
parasitas. No caso da escala local, como ja foi dito a Frequéncia-Dependéncia dos perfis que
estdo circulando nesta escala, sdo regulados pelos niveis de compatibilidade da interagao
parasito-molusco. Por exemplo, na localidade de Impoeira, os moluscos mostraram um nivel
de susceptibilidade maior sendo factivel deduzir que o numero de perfis genéticos que
circulam nesta area sejam maiores. No caso de Carne de Vaca, a cepa de molusco mostrou um
nivel de susceptibilidade menor sendo possivel pensar que a pressdo de selecdo exercida pelos
moluscos seja maior e, como consequéncia, o numero de perfis genéticos dos parasitas
selecionados e que circulam dentro das populagdes dos moluscos também seja menor.

Com relacdo a condi¢do alopatrica, de acordo com Morand et al. (1996), poucas vezes
este tipo de relacdo ¢ mais eficiente que a relagdo simpatrica, ja que esta ultima mostra a
existéncia de uma maior compatibilidade na interagdo parasita - molusco e permite explicar o
processo de adaptagdo local e de especiacdo. Neste sentido, os modelos teoricos realizados

por Morand et al. (1996), a partir dos dados coletados no campo, mostram como Unico
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exemplo de relacdo alopatrica a intera¢do S. mansoni-B. tenagophila, e a explicagdo que foi
colocada para explicar esta interacdo foi a introducdo recente deste molusco na América do
Sul.

Do ponto de vista da biogeografia evolutiva, a interacdo alopatrica identificada em
Pernambuco ¢ de data recente e pode ser atribuida as hipoteses que explicam a origem
evolutiva tanto do Biomphalaria como do Schistosoma. A origem do Biomphalaria remete ao
Gondwanaland, had 100 milhdes de anos atrds (DAVIS 1980; 1992). Dentro deste contexto, as
hipoteses recentes de Woodruff e Mulvey (1997) e de Campbell et al. (2000) explicam a
origem e o processo de diversificagdo do Biomphalaria nos continentes Americano e
Africano. Dentro deste cenario, foi proposto que o Biomphalaria ancestral do Neotropico ¢
semelhante ao Biomphalaria Africano (DEJONG et al., 2001).

Uma hipotese baseada em evidéncias moleculares explica a origem do género
Schistosoma em concordancia com a hipdtese apresentada sobre a origem dos Biomphalaria,
foi proposta por Snyder e Loker (2000). Nesta hipdtese sugere-se que a origem do
Schistosoma ancestral ¢ Asiatico, e o processo de especiacdo e radiagdo adaptativa do parasita
esteve acompanhado dos processos de especiacdo do Biomphalaria. A introducao do S.
mansoni no Novo Mundo seria recente, entre o século XVI e XIX, através da comercializagao
dos escravos africanos (FILES; CRAM 1949).

No contexto epidemioldgico, a interpretagdo do MJN com algoritmos gerados tanto para
a escala regional como para a local, mostra que a transmissdo dos perfis genéticos esta
condicionada a heterogeneidade e, dependéncia com a conectividade dos focos. A escolha do
municipio de Goiana como escala local, permitiu colocar em evidéncia a contribui¢do dos
fatores biologicos, genéticos, ecologicos e epidemioldgicos na definicdo da transmissdo da

esquistossomose nestas escalas.
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6 CONCLUSOES

a)

b)

d)

A nova distribuicdo geografica dos moluscos Biomphalaria detectados em dareas
indenes indica trés aspectos importantes do ponto de vista eco-epidemiologico: 1) os
diferentes niveis de susceptibilidade apresentados pelas duas espécies vetoras podem
estar contribuindo de forma independente para a criagdo de novos focos ou, de forma
conjunta, na manuten¢cdo de um mesmo foco trazendo perspectivas de mudangas na
paisagem epidemioldgica; 2) Os trés casos observados sobre a relagdo inter-
especificas do Biomphalaria durante as atividades de campo, permitiram levantar a
hipétese de segregacao de nicho, embora, seja necessario revisar este assunto com
maior cuidado, devido a implicagdo na defini¢do das estratégias de controle da
transmissdo; e 3) Nossos achados apontam para dificuldades na implementacdo de
estratégias de controle ambiental dos vetores diante da heterogeneidade dos habitats
encontrados, reforcando a necessidade de um controle integrado adaptado para cada

area.

O uso dos modelos multivariados (ACC) permitiu melhorar a compreensdo sobre o
tipo de relacdo interespecifica existente entre os Biomphalaria, ja que, permitiu
colocar em evidéncia a existéncia de uma separacao ecologica. Além disso, os achados
deste trabalho permitem dizer que, em condigdes naturais ¢ pouco provavel validar a

hipotese de que B. straminea ¢ um bom competidor.

Ficou evidenciado a importancia da incorporagao Nested-PCR nas atividades de rotina
por parte dos Programas de Controle, ja que o uso desta ferramenta permitird definir
estratégias mais eficazes na detec¢do dos focos que mostram uma dindmica de

transmissdo pouco regular, como no caso dos focos mantidos por B. straminea.

A interacdo parasita-molusco mais eficiente em Pernambuco ¢ alopatrica, isto explica
tanto a variabilidade da viruléncia e o poder de infeccdo observado sobre as cepas de

S. mansoni como os diferentes niveis de susceptibilidade do Biomphalaria.

Evidenciamos que as populagdes de S. mansoni analisadas exibem um alto

polimorfismo genético através dos locos RAPD (OP-A9; OP-A10; OP-A11; OP-B6; e
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OP-G13). Embora, os maiores polimorfismo foram identificados nas populacdes de S.
mansoni de Goiana, Jaboatdo do Guararapes e Paulista. Além disso, estas areas
geograficas exibem uma dindmica de transmissdo durante quase todo o ano,
populagdes de B. glabrata altamente susceptiveis e, uma constante rotatividade das

populagdes humanas como conseqiiéncia do desenvolvimento turistico.

f) Evidenciamos que as populagdes de S. mansoni analisadas mostram uma pequena
diferencia¢do genética S. mansoni ao incorporar dentro das andlises o pardmetro taxa
de migracdo entre as populagdes (Nm). Esta diferencia¢do se observa principalmente

entre as populagdes mais distantes do ponto de vista geografico.

g) Os perfis genéticos mais frequentes se encontram nos municipios que apresentam as
duas espécies do género Biomphalaria incriminadas na transmissdo. Dentro de uma
perspectiva evolutiva, isto indica que a estrutura genética dos perfis de S. mansoni
sempre esteve direcionada pela pressao de selecdo exercida pelas duas espécies de

Biomphalaria.

Em sintese podemos concluir que:

O carater focal da transmissao da esquistossomose no Estado de Pernambuco ¢ regulado
pelos niveis de compatibilidades da interagdo parasita-molusco e das caracteristicas
ambientais (fatores bioticos e abidticos) especificas para cada foco.

A estrutura dos perfis genéticos que se evidencia em Pernambuco ¢ definida por uma
relacdo alopatrica, ja que para os moluscos tem custo menor selecionar € manter a circulagao
de alguns perfis genéticos em varias areas geograficas, pelo fato de ndo comprometer sua
sobrevivéncia.

O Median Joining Networks permitiu examinar dois modelos tedricos coevolutivos (Red
Queen e Custo-Beneficio Trade-Offs), tanto na escala regional como local, sendo possivel
validar a seguinte hipotese: “A heterogeneidade da dindmica de transmissdo da
esquistossomose em Pernambuco depende da conectividade geografica e funcional dos focos,
explica o padrao geografico dos perfis genéticos de populagdes de S. mansoni, definindo o
carater focal da esquistossomose”. Além disso, na perspectiva do controle da doenga, as areas

que estdo mostrando um maior polimorfismo genético devem ser definidas como o ponto
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principal para a intervencdo e implementagdo de estratégias de controle, porque sdo as fontes

de contaminag¢do ou de maior interacdo dos hospedeiros definitivos (humanos).
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Apéndice A. Saida das analises de correlacao candnica sobre os fatores abioticos

Axes 1 2 3 Tota}l
Inertia
Eigenvalues: 0.415 0.065 0.016 0.892 2.917
Species-environment correlations: 0.684 0.317 0245 0
Cumulative percentage variance
of species data: 142 165 17 47.6
of species-environment relation: 83.8 969 100 0
Sum of all eigenvalues 2917
Sum of all canonical eigenvalues 0.496
*#* Unrestricted permutation ***
Seeds: 23239 945
%% Summary of Monte Carlo test ****
Test of significance of first canpnical axis: 0.415
eigenvalue =
F-ratio = 16.443
P-value = 0.002
Apéndice B. Saida das analises de correlagdo candnica sobre os fatores bidticos
Axes 1 2 3 TOt%l
Inertia
Eigenvalues: 0.585 0.07 0.585 0.0700.034 0.012 2917
Species-environment correlations: 0.822 0.386 0.286 0.17
Cumulative percentage variance
of species data: 20.1 225 23.6 24
of species-environment relation: 82.5 923 97.2 98.9
Sum of all eigenvalues 2917
Sum of all canonical eigenvalues 0.709

*#% Unrestricted permutation ***
Seeds: 23239 945

** Summary of Monte Carlo test **

Test of significance of first canonical axis:
eigenvalue = 0.585

F-ratio = 23.58

P-value = 0.004
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Apéndice C. Distribuigdo da abundéncia relativa dos Biomphalaria glabrata e da positividade por Schistosoma mansoni, na localidade de Carne de Vaca, municipios

Goiana-PE, periodo 2008-2009.

Jun/08 Jul/08 Ago/08 Set/08 Out/08 Nov/08 Dez/08 Jan/09 Fev/09 Mar/09 Abr/09 Mai/09
Estacoes
Col Pos Col Pos Col Pos Col Pos Col Pos Col Pos Col Pos Col Pos Col Pos Col Pos Col Pos Col Pos

1 56 - 83 - 48 - 16 - 99 - 32 - 121 - 68 - 94 - 14 - 75 - 60 -
2 - - 9 - 4 - - - - - - - - - - - 1 - 12 - 2 - - -
3 60 - 68 - - - 30 - 73 - 12 - 19 - 39 - - - - - - - - -
4 169 - 149 - 109 - 44 - - - - - - - - - - - 32 - 175 - 31 -
5 140 - 91 6 127 - 62 - - - - - - - - - - - 49 - 60 - 27 -
6 285 9 135 3 37 - - - - - - - - - - - - - - - 58 - 19 2
7 8 - 152 - 63 - 75 - - - - - - - - - - - 16 - 124 - 13 -
8 76 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 25 - - -
9 48 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
10 - - 61 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
11 - - - - 17 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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Apéndice D. Distribui¢io da abundéncia relativa dos Biomphalaria glabrata e da positividade por Schistosoma mansoni, na localidade de Impdeira, municipios Goiana-PE,

periodo 2008-2009.

Estacdes jun/08 jul/08 ago/08 set/08 out/08 nov/08 dez/08 jan/09 fev/09 mar/09 abr/09 mai/09
Col Pos Col Pos Col Pos Col Pos Col Pos Col Pos Col Pos Col Pos Col Pos Col Pos Col Pos Col Pos
1 21 2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 21 1 3 -
2 11 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 8 - - -
3 13 2 - - - - - - - - - - - - - - 22 - - - 55 - - -
4 2 - 2 - - - - - - - - - - - - - 13 - 13 - 8 1 - -
5 30 1 - - - - 9 - - - - - 7 - - - - - - - 1 - - -
6 - - - - - - 23 - 37 - 32 - 69 2 14 - 5 - 5 - 1 1 - -
7 73 1 - - - - - - - - 8 - - - - - - - 1 - 0 - 4 -
8 - - 18 2 39 - 17 - - - - - - - - - 1 - - - 8 - 2 -
9 60 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0 - - -
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Apéndice E. Distribuigdo da abundancia relativa dos Biomphalaria straminea ¢ da positividade por Schistosoma mansoni, na localidade de Ponta de Pedra, municipios

Goiana-PE, periodo 2008-2009.

Jun/08 Jul/08 Ago/08 Set/08 Out/08 Nov/08 Dez/08 Jan/09 Fev/09 Mar/09 Abr/09 Mai/09

fetagoes Col Pos Col Pos Col Pos Col Pos Col Pos Col Pos Col Pos Col Pos Col Pos Col Pos Col Pos Col Pos
1 140 - 179 - 319 - 290 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
2 69 - 77 - 106 - 73 - 51 - 85 - 56 - 16 - 0 - 16 - 33 - 70 -
3 70 - 20 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
4 10 - 41 - 32 - 65 - 22 - 45 - 29 - 71 - 4 - 5 - 105 - 36 -
5 124 - 159 - 30 - 0 - 23 - 10 - 91 - 2 - 4 - 24 - 98 - 44 -
6 139 - 181 - 344 - 77 - 164 - 0 - 9 - 7 - 2 - 10 - 298 - 151 -
7 0 - 64 - 136 - 4 - 163 - 0 - 30 - 12 - 11 - 49 -9 - 245 -

8 0 - 0 - 311 - 52 - 7 - 0 - 16 - 0 - 1 - 7 - 250 - 104 -
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Apéndice F. Namero de vermes adultos de Schistosoma mansoni analisados e a localizagdo geografica dos 9

municipios do Estado de Pernambuco selecionados para os estudo de genética de populacdes na escala regional.

NP° Parasitos

Municipios Adultos Latitude Longitude

Goiana 45 07° 35'44,2"S 34°53' 30"W
Timbatiba 2 07°30' 18"S 35°19' 04"0
Sa0 Lourengo da 7 08° 00' 07"S 35°01' 04"0
Paulista 6 07° 56' 27"S 34°52'22"0

I élzl‘:r‘izp‘?: 22 08° 06' 46"S 35°00' 54"0
Ipojuca 8 08° 24' 00"S 35°03'45"0
Cortés 12 08°28' 12"S 35°32'27"0
Gameleira 17 08° 35' 02"S 35°23'13"0
Garanhuns 11 08°44'31"S 36°20'02"0

Apéndice G. Numero de vermes adultos de Schistosoma mansoni analisados e a localizagdo geografica das 4

localidades do municipios de Goiana-PE selecionados para os estudo de genética de populagdes na escala local.

Localidades

N° Parasitos
Adultos

Latitude

Longitude

Ponta de Pedra

Carne de Vaca

Sdo Lourengo
Impdeira

6
9
9
30

-07 37" 50.64279"
-07 34' 37.36530"
-07 35" 15.70759"
-07 33' 19.69540"

-34 48'43.31270"
-34 50' 01.62964"
-34 50' 59.66492"
-34 59'49.28833"
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Apéndice H. Identificagio da variabilidade genética das 9 populagdes de Schistosoma mansoni

selecionada dos municipios do Estado de Pernambuco com ajuda dos primers OP-A9, OP-B6 ¢ OP-G13.

Primers Locos Size Ht Hs Gst Nm*
2180 130 0,1041 | 0,0937 0,0999 45,033
2150 130 0,1678 | 0,1532 0,0868 52,577
2100 130 0,2345 | 0,0392 0,8326 0,1005
2050 130 0,1312 | 0,1154 0,1198 36,728
2036 130 0,211 0,1919 0,0906 50,214
1950 130 0,3334 | 0,2802 0,1596 26,338
1730 130 0,183 0,1723 0,0585 80,512
1636 130 0,4237 | 0,2979 0,2969 11,842

OP-A9 1480 130 0,154 0,1413 0,0826 55,505
1380 130 0,3959 | 0,3328 0,1595 26,346
1350 130 0,0282 0,026 0,0776 59,409
1280 130 0,2622 0,252 0,0388 123,929
1180 130 0,1815 | 0,1383 0,2381 15,996
1080 130 0,1523 | 0,1395 0,0841 54,435
1018 130 0,0538 | 0,0517 0,0388 123,804
850 130 0,4336 | 0,3578 0,1749 23,596
750 130 0,3553 | 0,3114 0,1237 35,432
650 130 0,2355 | 0,1751 0,2564 14,501
506 130 0,4235 | 0,3459 0,1834 22,268
396 130 0,0643 | 0,0568 0,1166 37,882
6108 130 0,0177 | 0,0171 0,0326 14,853
5090 130 0,0177 | 0,0171 0,0326 14,853
3900 130 0,0177 | 0,0171 0,0326 14,853
3800 130 0,0177 | 0,0171 0,0326 14,853
3500 130 0,2794 | 0,2454 0,1217 36,068
3200 130 0,2917 | 0,2568 0,1196 36,814

OP-B6 3054 130 0,4951 | 0,3655 0,2617 14,103
2036 130 0,497 0,3418 0,3122 11,015
1880 130 0,3348 | 0,2884 0,1384 31,119
1750 130 0,31 0,277 0,1063 42,016
1636 130 0,4701 | 0,3742 0,2041 19,503
1018 130 0,4871 | 0,3825 0,2148 18,279
980 130 0,4697 | 0,3225 0,3132 10,962
850 130 0,2545 | 0,2308 0,0934 48,541
700 130 0,1636 | 0,1383 0,1547 27,331
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Apéndice H. Continuagio

Primers Locos Size Ht Hs Gst Nm*
4072 130 0,4807 | 0,2901 0,3966 0,7608
4020 130 0,0255 | 0,0238 0,0673 6,93
3900 130 0,018 0,0171 0,054 87,674
3800 130 0,1159 0,1 0,1376 3,134
3750 130 0,4955 | 0,3306 0,3328 10,025
3054 130 0,0051 0,005 0,0205 23,903
2850 130 0,3786 | 0,2585 0,3172 10,761
2180 130 0,4893 | 0,3066 0,3734 0,8391
OP-G13 2050 130 0,4996 | 0,2668 0,4659 0,5732
1980 130 0,4999 | 0,1535 0,693 0,2215
1636 130 0,3391 | 0,1492 0,5599 0,3929
1480 130 0,3503 | 0,2113 0,3968 0,7601
1120 130 0,4901 | 0,1854 0,6217 0,3042
980 130 0,4947 | 0,1979 0,6 0,3333
690 130 0,4575 | 0,2616 0,4282 0,6676
580 130 0,4999 0,259 0,4819 0,5375
506 130 0,2275 | 0,1904 0,163 25,671
Média 0,274 0,1919 0,2995 11,694
St. Dev 0,0309  0,0138

Nota: St. Dev= Desvio Padrio
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Apéndice I. Identificagio da variabilidade genética das 4 populagdes de Schistosoma mansoni selecionada no

municipio de Goiana-PE com ajuda dos primers OP-A9, OP-B6 ¢ OP-G13.

Primers Locos N° Individuos Ht Hs Gst Nm*
6108 54 0,0253 | 0,0243 0,0390 123,246
5090 54 0,0253 | 0,0243 0,0390 123,246
3900 54 0,0253 | 0,0243 0,0390 123,246
3800 54 0,0253 | 0,0243 0,0390 123,246
3500 54 0,1751 | 0,1562 0,1079 41,325
3200 54 0,3967 | 0,2656 0,3306 10,122
3054 54 0,4703 | 0,1715 0,6353 0,2870

OP-B6 2036 54 0,4657 | 0,1785 0,6168 0,3106
1880 54 0,2344 | 0,2289 0,0236 20,722
1750 54 0,2648 0,258 0,0257 189,837
1636 54 0,4739 | 0,3493 0,2628 14,023
1018 54 0,4768 | 0,3456 0,2751 13,172
980 54 0,3577 | 0,3224 0,0988 45,614
850 54 0,1667 | 0,1498 0,1010 44,495
700 54 0,1394 0,127 0,0892 51,042
4072 54 0,4167 | 0,0749 0,8202 0,1096
4020 54 0,0692 | 0,0615 0,1118 39,742
3900 54 0,0426 | 0,0398 0,0668 69,848
3800 54 0,1914 | 0,1522 0,2047 19,422
3750 54 0,4974 0,261 0,4752 0,5521
2850 54 0,1584 | 0,1432 0,0956 47,309
2180 54 0,4932 | 0,2499 0,4933 0,5136

OP-G13 2050 54 0,4192 | 0,3535 0,1567 26,911
1980 54 0,3554 0,21 0,4092 0,722
1636 54 0,4899 | 0,3137 0,3597 0,8901
1480 54 0,0426 | 0,0398 0,0668 69,848
1120 54 0,1528 | 0,1111 0,2727 13,333
980 54 0,302 0,2319 0,2322 1,653
690 54 0,2757 | 0,2198 0,2028 19,653
580 54 0,3517 | 0,2331 0,3371 0,9832
506 54 0,3155 | 0,2519 0,2018 19,775

Média 0,2514 | 0,1696 0,3253 10,368
St. Dev. 0,0308 | 0,0125

Nota: St. Dev= Desvio Padriao
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Apéndice Ja. Padronizagio RAPD-PCR através do uso de diferentes termocicladores.

2) OP-A(9

"PM B 27 47

(1) OP-B06
PM B 27 47

Ordem das Amostras: (1) Primer OP-A09; PM=Peso Molecular; B= Controle Negativo; N° 27; N° 47; e (2)
Primer OP-B06; PM=Peso Molecular; B= Controle Negativo; N° 27; N° 47.
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Apéndice Jb. Reprodutividade dos Perfis genéticos identificados com ajuda do primers selecionados OP-B06

nas populagdes de Schistosoma mansoni analisadas do Estado de Pernambuco.

Ordem das Amostras: PM=Peso Molecular; B= Controle Negativo; N° 90; N° 90; N° 118; N° 118.

Apéndice K. Perfis genéticos identificados com ajuda do primer A09 nas 9 populagdes de Schistosoma

mansoni analisadas do Estado de Pernambuco.
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Apéndice K. Continuagio.
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Apéndice K. Continuagio.
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Apéndice L. Perfis genéticos identificados com ajuda do primer A10 nas 9 populagdes de Schistosoma

mansoni analisadas do Estado de Pernambuco.

Apéndice M. Perfis genéticos identificados com ajuda do primer A13 nas 9 populagdes de Schistosoma

mansoni analisadas do Estado de Pernambuco.
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Apéndice M. Continuagdo

Apéndice N. Perfis genéticos identificados com ajuda do primer B06 nas 9 populagdes de Schistosoma

mansoni analisadas do Estado de Pernambuco.
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Apéndice N. Continuagdo

Apéndice O. Perfis genéticos identificados com ajuda do primer G13 nas 9 populagdes de Schistosoma

mansoni analisadas do Estado de Pernambuco.
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Current epidemiological status of schistosomiasis in the
state of Pernambuco, Brazil

Constanca Simoes Barbosa'/*, Karina Conceicao Araiijo?, Manuel Alexander Amarista Sevilha',
Fabio Melo', Elainne Christine de Souza Gomes'?, Reinaldo Souza-Santos*

'Centro de Pesquisa Aggeu Magalhaes-Fiocruz, Av. Moraes Rego s/n?, 50670-420 Recife, PE, Brasil POR FAVOR, COME
DADOS INSTITUCIONAIS Universidade Federal de Sergipe *POR FAVOR, COMPLETE OS DADOS INSTITUCIONA| niversidade
Federal de Pernambuco “Departamento de Endemias Samuel Pessoa, Escola Nacional de Satde Piblica Sérgio Arouca-Fiocruz, Rio de

Janeiro, RJ, Brasil

Uncontrolled peripheral urbanisation coupled with environmental degradation has affected the status of schisto-
somiasis in Pernambuco (PE), Brazil. This endemic disease continues to perpetuate its transmission in rural areas
and has also become a cause for concern in coastal towns of the state. The lack of basic infrastructure (sanitation
and health programmes) to support the new urban areas leads to faecal contamination of natural aquatic envi-
ronments, resulting in consequent infection of vector snails and the emergence of new sources of schistosomiasis
transmission. In the present paper, we discuss the current epidemiological status of schistosomiasis in PE. We have
consolidated and analysed information from parasitological, malacological and morbidity surveys undertaken by
the group of researchers at the Laboratory of Schistosomiasis, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes-Fiocruz.
The results of our analysis show: (i) the maintenance of the levels of schistosomiasis in the rural Zona da Mata, PE,
(ii) the record of the human cases of schistosomiasis and the foci of infected snails detected along the coast of PE
through 2007, (iii) the high record of the severe clinical form of schistosomiasis in the metropolitan region of Recife
(RMR) and (iv) new breeding sites of schistosomiasis vector snails that were identified in a 2008 survey covering the
RMR and the coastal localities of PE.

m
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Key words: schistosomiasis - epidemiological monitoring - endemic diseases

In the state of Pernambuco (PE), uncontrolled de-
velopment of peripheral urban areas together with envi-
ronmental degradation has led to new health hazards for
the human population. Among these is schistosomiasis,
which was previously considered to be a rural endemic
disease. The agricultural industry, comprised of large
landholdings of sugarcane monoculture, which is social-
ly and economically excluding by nature, has invested
little in healthcare for rural workers. Opportunities for
employment on the land have been decreasing and this
has led to the migration of large proportions of the rural
populations to urban centres. This has resulted in the ap-
pearance of schistosomiasis in the coastal regions where
it has reproduced the transmission model found in rural
areas and has demonstrated a concerning tendency to-
wards endemisation.

On the periphery of coastal urban areas, the lack of
basic infrastructure (sanitation and health services) to
support new urban development has resulted in faecal
contamination of natural aquatic environments. Conse-
quently, vector molluscs have become infected and new
foci of schistosomiasis transmission have arisen. Envi-
ronmental, climatic and human-engendered disturbances
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have put populations at risk that have never been previ-
ously exposed to this disease. The heavy rains that occur
on the coast of PE between the months of May and Au-
gust cause breeding sites to overflow, thereby carrying
infected molluscs into streets and backyards. Healthy
individuals become exposed through this rout and out-
breaks of acute cases of schistosomiasis now occur even
among middle and upper-class individuals (Barbosa et
al. 1998, 2000, 2001a, b, 2004, Silva et al. 2006, Aratijo
et al. 2007, Souza 2008, Souza et al. 2008).

The Schistosomiasis Laboratory of the Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhaes-Fiocruz (CpqAM-Fiocruz)
has 20 years of experience researching schistosomiasis
epidemiology and control and, in partnership with re-
searchers from other institutions, has accumulated an
important collection of published papers on the occur-
rence of this endemic disease in PE. Recently, the re-
searchers and collaborators at this laboratory created a
research group that has been registered as the XisCanoé
Program at the website http://200.17.137.109:8081/xisca-
noe. The purpose of this program is to assemble knowl-
edge in order to understand and analyse structures and
processes related to schistosomiasis transmission on the
coast of PE. The program brings together postgraduate
students from different fields and provides training to
enable a holistic view of the biological, socioeconomic
and cultural determinants of Manson’s schistosomiasis.

The aim of this paper was to compile the information
resulting from various epidemiological surveys and a re-
cent scientific expedition conducted by the researchers
of the Schistosomiasis Laboratory of CpqAM-Fiocruz

online | memorias.ioc.fiocruz.br
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in order to assess the current epidemiological status of
schistosomiasis in PE. The results of those investigations
have allowed us to (i) determine the prevalence among
humans in the endemic area (Zona da Mata), (ii) record
the human cases and the foci of infected molluscs oc-
curring in coastal areas from 1998-2007, (iii) survey the
occurrence of severe clinical forms of the disease and
(iv) identify new breeding sites and foci of vector snails
in the metropolitan region of Recife (RMR) and coastal
area through a recent malacological survey.

MATERIALS AND METHODS

The epidemiological surveys analysed in the present
study were coordinated by researchers who form part of
the Schistosomiasis Laboratory of CpqAM-Fiocruz and
resulted from several research projects that were imple-
mented between 1998-2008. In addition, a scientific ex-
pedition was undertaken in 2008 to update the records
regarding foci of vector molluscs for schistosomiasis
along the entire coastline of PE. The methodological
procedures are described as follows:

The prevalence of schistosomiasis in the endemic
area of PE was updated by means of a coproscopic sur-
vey carried out in 2005 on representative samples from
schoolchildren aged 9-12 years. The 46 municipalities
that make up the Zona da Mata of PE [(ZMP); “forest
zone”’], the endemic area for schistosomiasis in PE, were
included in this survey (Barbosa et al. 2006) (Fig. 1). The
tests were performed using the Kato-Katz method (Katz
et al. 1972) with one sample from each individual.

Epidemiological studies that have been conducted
since 1998 were used to investigate human cases of the
acute and/or chronic clinical forms of schistosomiasis
in beach localities where tourism and leisure activities
are prevalent. Human cases and foci of vector molluscs
were identified through active searches of sampled or
census-based coproscopic or malacological surveys of
coastal localities. The choices of areas to be investigated
were made based on the index of human cases referred to
CpgAM-Fiocruz by local health services and on active
random searches for snails that were positive for Schisto-
soma mansoni in litoral areas (Barbosa et al. 1998, 2000,
2001a, b, Araujo et al. 2007, Souza et al. 2008).

Positivity for S. mansoni (%)
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Fig. 1: positivity for Schistosoma mansoni among schoolchildren
in the municipalities of the Zona da Mata of Pernambuco (ZMP),
September 2005.

The severe clinical forms of schistosomiasis were sur-
veyed by means of a case series study on schistosomotic
myeloradiculopathy cases that were found by searching
and reviewing the medical records of Hospital das Clini-
cas, Hospital da Restaura¢ao and Instituto Materno In-
fantil de Pernambuco, between 1994-2006 (Aratjo et al.
2006, Cunha et al. 2007, Lobo et al. 2007).

Updated observations of the schistosomiasis breeding
sites and foci on the coastline of PE were made between
September 15-20th 2008 through a scientific expedition
formed by 11 researchers from CpqAM-Fiocruz who are
specialists in malacology and epidemiology (Barbosa et
al. 2008). They carried out a malacological survey cov-
ering the RMR and coastal localities of the state with
the objective of updating and mapping the presence of
new foci of the schistosomiasis vector snails. This scien-
tific expedition covered a distance of 780 km along the
northern and southern coastlines of PE in a zone parallel
to the coast and at a distance of 2 km from the sea. The
expedition investigated all water bodies in urbanised ar-
eas and other areas of epidemiological importance (i.e.,
areas with easy access and human contact). Snails were
collected systematically by sweeping these areas for 30
min-2 h, depending on the extent and accessibility of the
breeding site. Subsequent examination using the light
exposure test in the laboratory determined whether the
specimens were positive for S. mansoni (Standen 1952).
The batches of molluscs that remained negative were
subjected to a molecular diagnostic test (PCR-single
tube) to identify the DNA of the parasite (Abath et al.
2002). The breeding sites were georeferenced and the in-
dex of relative abundance was estimated as the number
of molluscs collected per unit of time and effort. This
analysis, together with mollusc infection rates, was used
to generate a map of the disease in PE coast areas.

RESULTS

The survey carried out in 2005 to update the preva-
lence data in rural zones of PE covered 271 schools that
had been randomly selected in 179 localities in the 43
municipalities that make up the rural region of the ZMP
(Fig. 2). In this survey, 11,234 schoolchildren ranging in
age from 9-12 years were examined and 1,625 individu-
als presented parasitism with S. mansoni. The mean rate
of positive findings was 14.4%. The geometric mean
parasite burden among the population sampled was 67.9
eggs per gram of faeces. These indicators attest to the
significant morbidity caused by schistosomiasis, espe-
cially considering the severity of the infection that had
already become established in this young population.

Human cases of the acute and/or chronic clinical
forms of schistosomiasis and foci of vector molluscs
have been recorded through epidemiological studies
conducted at beach locations where tourism and leisure
activities are prevalent. Thirty-three acute cases were
identified at Praia do Forte on Itamaraca Island (1998)
and 442 acute cases were identified at Praia Porto de
Galinhas in Ipojuca (2000). The clinical form of the dis-
ease could not be differentiated at the other coastal local-
ities investigated because there has not been any clinical
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Fig. 2: intensity of infection by Schistosoma mansoni among school-
children in the municipalities of the Zona da Mata of Pernambuco
(ZMP), September 2005. epg: eggs per gram.

investigation of the 539 positive human cases detected
in Lagoa das Gargas (RMR) in 2003, the 231 cases de-
tected in Praia Carne de Vaca (Goiana) in 2006 and the
12 cases detected in Praia Ponta de Pedras (Goiana) in
2007. In the latter two localities, no previous record of
the disease was found.

At coastal localities where no parasitological sur-
veys were performed, such as Enseada dos Golfinhos
(Itamaracd), Janga and Pau Amarelo (Paulista), non-
systematic malacological investigations were conduct-
ed during the rainy season and immediately afterwards
(March-September) to collect, identify and investigate
the infectiveness of the snails that are the intermediate
hosts for S. mansoni. All of the snails collected between
2000-2007 were of the species Biomphalaria glabrata.
Between 2000-2002 in Porto de Galinhas, 2,214 snails
were collected. Of these, 16.1% eliminated cercariae of
S. mansoni. In the Sotave settlement (RMR), 1,212 B.
glabrata snails were collected in 2003 and the infec-
tion rate was 12.9%. The specimens of B. glabrata from
Porto de Galinhas and Sotave were exposed individu-
ally to light in laboratory tests. A mean of 750 cercariae
were eliminated after 20 min of exposure, with 1 mL
pipetted from the 50 mL that was homogenised in each
vessel. The results demonstrate the infective power of
B. glabrata collected at the two localities. Between
2003-2005 in Janga and Pau Amarelo (Paulista), 445
molluscs were caught. Of these, 3.4% and 20%, respec-
tively, were found to be infected. The localities that were
determined to be transmission sites of schistosomiasis
between 2000-2007 are detailed in Fig. 3.

The occurrence and persistence of severe clinical
forms of schistosomiasis in PE are evident in the survey
of cases of schistosomotic myeloradiculopathy that was
carried out by investigating 11,145 medical files referred
by PE hospitals over the last 13 years (Aratijo et al. 2006,
Cunha et al. 2007, Lobo et al. 2007). It was found that
529 medical files involved cases of myelopathy. Of these,
139 were cases of schistosomotic myeloradiculopathy
(26.3%). There were greater percentages of cases among

Brazil

\ Zona da Mata

.

{ Praia Carne de Vaca
¥4 Praia Enseada dos Golfinhos

LL /Praia do Forte

——{4Praia Pau Amarelo
__-jPraia do Janga

Pernambuco

Fig. 3: foci of schistosomiasis and vector molluscs identified on the
coast of Pernambuco, Brazil, between 2000-2007.

TABLE I

Distribution of cases of schistosomotic myeloradiculopathy at
three hospitals in Recife, Pernambuco (1994-2006),
according to age group and sex

Men Women Total

Age group

(years) n % n % n %
<20 30 326 22 468 52 374
20-40 39 424 16 34 55 39.6
40-60 20 217 7 15 27 19.4
>60 3 33 2 4.2 5 3.6
Total 92 100 47 100 139 100

young individuals, those with the hepatointestinal clini-
cal form and those from the RMR (Tables I, IT)

The scientific expedition, which provided a system-
atic and detailed investigation of the entire coastline of
PE and the RMR, served to update previous records of
the occurrences of breeding sites and foci of Biompha-
laria. The expedition also recorded the introduction of
new breeding sites and foci in these two regions, both
in beach localities and in peripheral districts of the
RMR (Fig. 4). Investigations were conducted in 11 mu-
nicipalities and the 97 points investigated were georef-
erenced. In localities where B. glabrata that have been
collected for several years, including Praia do Forte
(Itamaracd), Janga, Pau Amarelo (Paulista), the pres-
ence of Biomphalaria straminea was detected for the
first time. The B. straminea breeding site at Praia do
Forte is situated 20 m from the sea. In Praia Mangue
Seco (Igarassu) several specimens of B. straminea
were collected 30 m from the sea. In Apipucos lake
(RMR), specimens infected with B. straminea were di-
agnosed using the nested PCR technique to detect the
DNA of S. mansoni.
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TABLE II

Distribution of cases of schistosomotic myeloradiculopathy at
three hospitals in Recife, Pernambuco (1994-2006),
according to the systemic clinical forms of schistosomiasis

(Araujo 2008)

Clinical forms HR HC IMIP Total %

Acute - 3 - 3 2.2
Intestinal - 5 - 5 3.6
Hepatosplenic - 2 - 2 1.4
Hepatointestinal - 6 - 6 43
Not available 100 13 10 123 88.5
Total 100 29 10 139 100

HC: Hospital das Clinicas; HR: Hospital da Restauragdo;
IMIP: Instituto Materno Infantil de Pernambuco.

Pernambuco

Brazil

Municipality
1 Goiana

2 liha de ltamaraca

3 lgarassu

4 Paulista

5 Olinda

6 Recife

7 Jaboatdo dos Guararapes
8 Cabo de Santo Agostinho

9 Ipojuca

10 Sirinhaém

11 Tamandaré

12 Barreiro

13 Sao José de Coroa Grande

(© Biomphalaria glabrata
O Biomphalaria straminea

¢ Positive for Schistosoma mansoni

Fig. 4: updated map of breeding sites and foci of schistosomiasis on the
coast of Pernambuco and the metropolitan region of Recife resulting
from the scientific expedition of September 2008 (Barbosa et al. 2008).

DISCUSSION

Due to the tradition of research on schistosomiasis in
PE, there is an important and up-to-date body of knowl-
edge relating to the epidemiology, control, malacology,
clinical characteristics, therapy, sociocultural relation-
ships and behavioural traits of Manson’s schistosomia-
sis. Previous and current studies provide insight regard-
ing the current epidemiological status of this endemic

disease in this state. The investigations that have been
conducted in various areas of the state have made it pos-
sible to identify and record sites that present a potential
biological and environmental risk of schistosomiasis
transmission and to identify concentrated areas of epi-
demiological vulnerability.

Along the coastal strip of the state and in the pe-
ripheral areas of the RMR, the environment is clearly
being altered by the spatial occupation patterns and the
destruction of natural resources. In particular, landfill
in mangrove swamps and the use of sandbank areas for
construction, small hotels and residential complexes of
vacation homes for the middle and upper classes are af-
fecting the environment. These patterns of land use and
occupation are creating conditions that may be favoura-
ble for the establishment and proliferation of colonies of
the vector snails that transmit schistosomiasis (Barbosa
et al. 2000, 2001b, 2004).

The coast of PE, with its beautiful beaches and natu-
ral resources, stimulates internal and external tourism.
At the same time, it is the target of unrestrained real
estate speculation. The demand for unskilled labour (in
civil construction, domestic services, craftwork sales and
bars and restaurants) is attracting enormous numbers of
individuals from unemployed rural populations. These
people migrate to invaded areas on the urban periphery
of the seashore in the RMR. Since not even minimal lev-
els of sanitation infrastructure or access to healthcare
and information are available to these populations, they
end up contaminating the environment with faecal mate-
rial that often contains eggs of S. mansoni.

A recent study of the Praia Porto de Galinhas carried
out by environmental analysts revealed that “[...] uncon-
trolled urban development has caused Porto de Galinhas
to lose its characteristics. Severe environmental impacts
can be seen in the form of devastation and indiscriminate
landfill in mangrove swamp areas [...] and in the form of
sewage discharge into the rivers that cross the municipal-
ity; construction on the scrub vegetation along the shore-
line; destruction of the coconut groves to keep up with
the frenetic pace of the real estate sector and, finally, in
the form of the increasing density of development in the
central areas of Porto de Galinhas, which lack potable
water and a basic sanitation network™ (Barros 2004).

The recent map of the distribution of schistosomiasis
foci in the RMR and along the coastline of PE shows the
geographical expansion and spatial distribution of the
mollusc’s breeding sites and schistosomiasis foci in these
arcas. This gives rise to specific situations of risk for
the resident population or for individuals who frequent
these localities and it requires new forms of prevention
and provision of care from the health services. Further-
more, the snails collected in these coastal localities were
highly infected. This not only attests to the biological
quality of the principal vector on the coast (B. glabrata),
but also proves that active disease transmission is occur-
ring in these places.

With regard to control measures for this endemic dis-
ease, the municipal healthcare services have had diffi-
culty in meeting the standards for decentralised control
defined by the Unified National Health System. This is
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perhaps because of the occurrence of many other health
problems, but it is also due to lack of defined priorities
and lack of planning. Evaluation of the information sys-
tem used by the schistosomiasis control programme,
the Sistema de Informagdo do Programa de Controle
da Esquistossomose (SISPCE), has revealed problems
such as poor reliability of the prevalence estimates for
S. mansoni (Pieri & Favre 2007). The percentage of the
population studied was very low, which prevented deter-
mination of the prevalence and severity of schistosomia-
sis infection for the whole municipality. Recent studies
have shown the inadequacy of the programme’s actions
with respect to schistosomiasis control in the RMR. It
has been determined that 80% of the municipalities do
not meet the standards recommended by the Ministry of
Health for controlling the disease. There is no symmetry
between the actions of different municipalities, suggest-
ing that each municipality in the RMR has a different
understanding regarding the SISPCE. The lack of con-
nectivity and continuity among the control actions may
contribute heavily to maintenance of transmission, since
one activity depends on another for the control to be ef-
fective (Quinino et al. 2009).

In some municipalities of PE, the municipal teams re-
sponsible for controlling endemic diseases demonstrate
a lack of readiness regarding their knowledge of the epi-
demiological situation, their skills for parasitological and
malacological diagnosis and their planning for control
actions. Special attention has been given to the coastal
municipalities with localities in which schistosomiasis is
still not perceived as a serious health hazard for the pop-
ulation. In this respect, the Schistosomiasis Reference
Service of CpqAM-Fiocruz has been providing train-
ing for the municipal and state health services regarding
techniques for parasitological and malacological diagno-
sis and has been holding workshops to develop projects
aimed at controlling the disease. So far, 37 courses and
training sessions have been held with the objectives of
capacitating healthcare professionals, strengthening the
experience of the municipal administration with the use
of modern parasitological techniques and epidemiologi-
cal tools that enable precise diagnosis and in planning
actions to minimise situations of risk. For the munici-
palities of Itamaraca and Goiana, applications were con-
structed (Supplementary data) using the Geographical
Information System. This is a valuable instrument for lo-
cating and characterising foci of schistosomiasis vectors
and it allows managers to plan interventions according to
whether the risk of schistosomiasis transmission is mod-
erate or severe. However, much of the knowledge passed
on through these training sessions has been ineffective
because of rotation within the municipal teams and the
particular criteria established by each municipality ac-
cording to the availability of resources and equipment.

The studies outlined here illustrate the epidemiologi-
cal complexity of schistosomiasis in PE and indicate the
need for new studies to develop low-cost products with
negligible environmental impact to facilitate control over
vector molluscs (Favre et al. 2006). In addition, there is
need to be new intervention strategies that allow greater
diagnostic and treatment coverage for the communities

affected, which could be used as alternative tools for in-
tegrated control over schistosomiasis. Such control can-
not be viewed outside of the social and economic context
of the communities affected and it will only be achieved
through social changes that involve improvements in the
living conditions of the least favoured populations.
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Capitulo 5

CONTROLE INTEGRADO DO
MOLUSCO VETOR

Manuel A. Amarista Sevilla
Constanca Simdes Barbosa

5.1. Introducao

Atualmente sabe-se que a implementagdo de estratégias
isoladas ndo tem impacto sustentavel, ao longo do tempo, para o
controle da esquistossomose. Como exemplo, podemos citar 0 uso
dos moluscicidas, como estratégia para interromper a transmissao,
em campanhas para o controle malacologico. Os resultados
alcangados a longo prazo ndo foram satisfatorios e seu impacto
no ambiente foi considerado extremamente negativo. A estratégia
de controle acima configura uma dentre as inimeras orientagcdes
feitas pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) para o controle
da esquistossomose e demonstra os avangos e erros dos programas

de controle dessa doenga a nivel mundial (Lardans V., Dissous C.,
1998).

Controle da Esquistossomose e suas mudancas ao longo do tempo
(OMS):

« 1950-1970 — O Japio e a Venezuela adotaram programas de controle
vertical, produzindo uma redug@o significativa da prevaléncia.

» Década de 1980 — Em varios paises o uso de moluscicida levou
a uma diminuigdo rapida ¢ eficientemente da transmissdo. Nessa
década registram-se avangos no diagnostico ¢ na quimioterapia
caractentzando neoes sobre o morbidade,
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