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Resumo

A procura de marcadores associados a resisténcia e a susceptibilidade tem sido um dos
grandes desafios propostos aos parasitologistas. Considerando que as estirpes albinas e selvagens de
B. glabrata sdo susceptiveis a infeccdo por S. mansoni, o presente estudo tem como objectivo
contribuir para o conhecimento da diferenciacdo genética das duas estirpes. O estudo integrou a
observagdo da eliminacdo de cercéarias num periodo de 12 semanas e a verificacdo das taxas de
mortalidade e de infecgdo em diferentes moluscos ndo infectados e infectados. Para a comparagéo
genética recorreu-se a técnica de RAPD-PCR, com a aplicacdo de diferentes primers de modo a
associar possiveis polimorfismos, a uma maior ou menor susceptibilidade do molusco a exposicéo a
miracidios. Os resultados obtidos demonstraram que a estirpe albina possuia maior susceptibilidade
através da libertacdo de maior nimero de cercérias, apresentando também uma maior taxa de
mortalidade. A nivel genético, com recuso ao coeficiente de Dice, verificou-se uma maior diferenca
genética entre as estirpes sugerindo uma adaptacdo genética distinta, em relacdo a diferenca entre os

periodos de pré e pds exposicdo a miracidios de S. mansoni, dentro da mesma estirpe.

Palavras-chave: Biomphalaria glabrata, Schistosoma mansoni, RAPD, polimorfismos,

resisténcia, susceptibilidade.



Abstract

The searching for new genetic markers associated to the resistance and susceptibility of B. glabrata
from the parasite has been a great challenge for the parasitologists, during the last years.
Considering that albino and wild strains are susceptible to the S. mansoni infection, the objective of
this study is to contribute for the knowledge of the genetic differentiation of those two strains. This
study integrated the observation of elimination of cercariae for 12 weeks and the calculation of
mortality and infection rates, in non-infected and infected snails. For genetic differentiation was
employed RAPD-PCR technique, with different primers, in order to associate probable
polymorphisms to the susceptibility rate of the snail to the S. mansoni infection. The results showed
greater susceptibility to infection in the albino strain, through higher cercariae shedding and
higher mortality rate. In genetics terms and through Dice’s coefficient, was observed a greater
difference between the strains, than between de periods before and after exposure to S. mansoni

miracidia, suggesting a distinctive genetic adaptation.

Keywords: Biomphalaria glabrata, Schistosoma mansoni, RAPD — PCR, polymorphism
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Variagao Genética de Duas Estirpes de Biomphalaria glabrata nos Periodos Pré e Pds exposi¢ao

Martins, L. A . .
’ a miracidios de Schistosoma mansoni

1.1 Breves referéncias histéricas sobre os moluscos

Os moluscos pertencem ao Phylo Mollusca que pelo estudo dos fdsseis, remontam ao
periodo do Cambrico, ou seja, teriam surgido ha cerca de 600 milhdes de anos. O nimero actual de
espécies de moluscos ndo é conhecido, mas pensa-se que esteja muito préxima de 150 000, em que
80 000 dessas espécies pertencem a classe Gastropoda (Malek & Cheng, 1974).

As primeiras referéncias a parasitas, em que estivessem envolvidos moluscos, foram feitas
nos papiros de Ebers (1500 a.C.) (Gréacio, 1981e Kloos & David, 2002), levando a suspeitar que
talvez correspondessem a infeccdo pelo Schistosoma haematobium. Esta suposicdo foi no entanto
confirmada pela descoberta em 1910 por Ruffer, professor de patologia na Escola Médica do Cairo,
de ovos calcinados de S. haematobium nos rins de duas muamias egipcias (Malek, 1988 e Gracio,
1981).

Mas sé no séc. XVIII, com Swammendau (1737), se veio a conhecer o verdadeiro papel
desempenhado pelos moluscos como hospedeiros intermediarios de parasitas. A partir dessa altura
0s bidlogos comecaram a manifestar o seu interesse pela Malacologia Médica, interesse esse que
aumentou ainda mais no principio do séc. XIX, quando Bilharz descobriu o Schistosoma, causador
da Bilharziose Vesical (1851) e com o conhecimento de que aquele parasita necessitava, no seu
ciclo de vida, de um hospedeiro intermediéario, molusco de 4gua doce (Gracio, 1981).

A Malacologia, dado que estava ligada a doengas de caracter mais “agudo” s6 muito
lentamente se foi impondo, sendo que s6 nos Gltimos anos, comegou a ser conhecida como uma

importante area de Biologia Aplicada e da Parasitologia (Malek & Cheng, 1974 e Gréacio, 1981)

Introdugdo | 2



Variagao Genética de Duas Estirpes de Biomphalaria glabrata nos Periodos Pré e Pds exposi¢ao

Martins, L. A . .
’ a miracidios de Schistosoma mansoni

1.2 Generalidades sobre a classe Gastropoda

Como j& foi referido anteriormente, € no Phylo Mollusca que se encontra a Classe
Gastropoda, a qual se atribui grande importancia na Medicina Tropical, por se tratar de hospedeiros
intermediarios de treméatodes patogénicos para o Homem. Considerados como 0 grupo mais
numeroso e diversificado do Filo, os Gastropoda representam cerca de quatro quintos do mesmo.

Sao metazoéarios celomados de corpo ndo segmentado, de aspecto carnoso e protegidos em
geral por uma concha que Ihes serve de exosqueleto. A maioria dos gastropodes sd@o de origem
marinha, existindo no entanto, algumas espécies terrestres (Guerreiro, 1993).

Nesta classe evidenciamos o0 género Biomphalaria (Preston, 1910), que abrange cerca de
vinte espécies, estando amplamente distribuido por Africa, América do Sul, Caribe, sudoeste da
Asia (Arébia Saudita e 1émen), América Central e sul dos Estados Unidos (Malek & Cheng, 1974;
Paraense, 1975 e Bandoni et al., 1995).

Enquadramento taxonémico:

Filo: Mollusca

Classe: Gastropoda

Subclasse: Pulmonata

Ordem: Basommatophora

Familia: Planorbidae

Género: Biomphalaria

Espécie: B. glabrata (Say, 1818)
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Variagao Genética de Duas Estirpes de Biomphalaria glabrata nos Periodos Pré e Pés exposigao

Martins, L. . . ,
’ a miracidios de Schistosoma mansoni

1.3 Consideracdes gerais sobre Biomphalaria glabrata

1.3.1 Caracteristicas morfoldgicas da espécie B. glabrata

O género Biomphalaria engloba os gastrépodes revestidos por uma concha discoide ou em
forma de lente, que lhe serve de esqueleto e Ihe confere protecgdo. Ao enrolar da voltas em torno de
um eixo, resultando num disco com bordas largas e um centro delgado. Em cada lado desenha-se
entdo uma depressdo que lembra um umbigo, facto que da origem ao nome Biomphalaria (bis: dois;

e omphalos: umbigo).

Figura 1 — A — B. glabrata estirpe albina; B — B. glabrata estirpe selvagem

No seu corpo podemos distinguir trés regides, quase sempre bem desenvolvidas, geralmente
referidas como as partes moles do animal:
@ cabeca, portadora dos 6rgdos de sentido;
@ pé, muito musculado e ligado a cabeca;
@ e ainda a massa visceral ou saco, que aloja os 6rgdos envolvidos por uma prega

denominada por manto.
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Variagao Genética de Duas Estirpes de Biomphalaria glabrata nos Periodos Pré e Pds exposi¢ao

Martins, L. A . .
’ a miracidios de Schistosoma mansoni

Estes gastropodes possuem um aparelho digestivo completo, incluindo um saco ou bolbo
bucal revestido com dentes — a radula — e ainda uma glandula digestiva — o hepatopancreas — que
absorve e acumula reservas digestivas. Por este facto s&o considerados como animais
fundamentalmente herbivoros.

A distribuicdo dos nutrientes pelas células dos moluscos € assegurada pela hemolinfa,
frequentemente referida como o sangue. Nestes moluscos apresenta-se apenas um unico tipo de
célula, o amebdcito, que se torna muito activo na fagocitose (Malek, 1980). O sistema circulatério é
essencialmente constituido por um coracdo, sistema arterial e venoso e um sistema de seios
sanguineos (Baker, 1945).

A nivel do sistema excretor, o rim constitui o principal 6rgdo, ainda que funcdes idénticas
sejam realizadas pelo hepatopancreas, pela parede do saco pericardico e pelos amebdcitos da
hemolinfa (Malek & Cheng, 1974).

A cavidade paleal (respiratoria ou pulmonar), localizada na parte interna do manto,
comunica com o exterior através de um sifao — o pneumaostoma — constituindo deste modo o sistema
respiratorio, do tipo aerdbio.

Sendo animais hermafroditas, o sistema reprodutor da Biomphalaria é composto por uma
glandula e um canal hermafrodita — ovotéstis e oviespermatico (respectivamente) — possuindo ainda
duas genitalias, uma feminina e outra masculina.

O sistema nervoso, por sua vez, consiste em ganglios centrais e periféricos, células
ganglionares, nervos e ainda os Orgaos sensoriais, onde incluimos os olhos e os tentaculos, 0s

estatocistos e o ostradio.
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Variagao Genética de Duas Estirpes de Biomphalaria glabrata nos Periodos Pré e Pds exposi¢ao

Martins, L. A . .
’ a miracidios de Schistosoma mansoni

1.3.2 Distribuicéo geografica

A distribuicdo geografica de B. glabrata (Figura 2) encontra-se largamente condicionada a
factores climéaticos, nomeadamente térmicos e sazonais, hidricos e orograficos (Deschiens, 1954;
Malek, 1958; Barbosa & Olivier, 1958 e Pointier, 1982). Por conseguinte, estes gastropodes sdo
encontrados na regido Neotropical (América Central e do Sul), largamente distribuidos pela
Republica Dominicana, Porto Rico, Antilhas Francesas (como llha de Guadalupe, Martinica, Santa
Ldcia, Antiqua e Jamaica) (Pimentel, 1957; Scheneider et al., 1985 e Pointier, 1993) Brasil,
Venezuela e Suriname (Malek & Cheng, 1974).

A diminuicdo da abundancia nas Caraibas tem ocorrido, dada a competicdo com espécies

ndo indigenas e mudangas climéticas (Morgan et al., 2001).

AMAZGNIA . i GRANOE

g e
L, BRASIL

-
T ARGENTINA
o

HMT=— £ Learo

Figura 2 - Distribuicao de B. glabrata na regido Neotropical (Adap. Brown, 1980 e Malek, 1980)
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Variagao Genética de Duas Estirpes de Biomphalaria glabrata nos Periodos Pré e Pds exposi¢ao

Martins, L. A . .
’ a miracidios de Schistosoma mansoni

1.3.3 Tipos de habitat

Como ja foi referido no ponto anterior, estes tipos de moluscos podem ser encontrados em
aguas doces das regifes tropicais. Estas aguas sdo geralmente pouco profundas (Fraga de Azevedo,
1955), algo poluidas e de fraca corrente. Sdo ricas em matéria orgénica resultante de detritos
vegetais.

A preferéncia destes gastropodes recai em aguas mineralizadas (ricas em sais alcalinos entre
outros minerais) com fundo lodoso e expostos ao sol, variando a temperatura entre 22°C e os 25°C.
A exposicdo ao sol permite o florescimento da vegetacdo aquética e consequentemente uma maior
abundancia da microflora, alimento destes moluscos (Malek, 1958).

Podem ser também encontrados em tanques, represas, rios de fraco caudal e com fundo

pedregoso e ainda em locais nas proximidades de povoacgdes (Fraga de Azevedo, 1955).

1.3.4 Biologia da espécie B. glabrata

O seu ciclo biologico é essencialmente diploide (2n) desde a formacdo do ovo, estadios
jovens e adulto, até a producdo dos gametas de cuja conjugacdo resulta a formacédo do ovo.

Como ja foi referido anteriormente, estes moluscos sdo hermafroditas apresentando o
ovotéstis e produzindo simultaneamente gametas femininos e masculinos no mesmo individuo
possibilitando, quando isolados, a auto fecundagdo. Estas caracteristicas biologicas sao
evolutivamente muito importantes, fornecendo ao organismo a capacidade de estabelecer colonias a
partir de um individuo, enquanto mantém variagdes genéticas através da reprodugdo sexual

(Paraense, 1955) cit. por Vidigal et al.(1998).
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As posturas de Biomphalaria apresentam-se como massas de consisténcia gelatinosas e
transparentes (Figura 3), e possuem varios ovos unidos a um suporte sélido flutuante ou submerso,

sendo envolvidas por uma membrana externa, a capsula ovifera. Através de uma observacao diéria €

possivel seguir o desenvolvimento do ovo.

LMartins09

Figura 3 — C - Posturas 1° dia (com 6 embrides); D — Posturas 5° dia

Guerreiro (1993) cita que, segundo Lagrange (1957) e Kawazoe (1976), os ovos eclodem
muito mais lentamente no Inverno que no Verao, em condi¢Bes experimentais de laboratério.

No ambiente a sobrevivéncia dos planorbideos é normalmente de um ano, sendo que a sua
persisténcia no meio, esteja associada ao ritmo de reproducdo dependente de factores ecoldgicos

como o nimero de posturas, a fecundidade e a viabilidade dos ovos (Caldeira, 1999).
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1.4 O Parasita — S. mansoni

1.4.1 Taxonomia de S.mansoni

Filo: Platyhelminthes

Classe: Trematoda

Subclasse: Digenea

Ordem: Strigeiformes

Familia: Schistosomatidae

Género: Schistosoma

Espécie: Schistosoma mansoni (Sambon, 1907)

Figura 4 — S. mansoni: 1-macho; 2- fémea

Os membros do género Schistosoma sdo didicos, ou seja, possuem 0s sexos separados ao

contrario dos outros trematodes, apresentando também um acentuado dimorfismo sexual. O macho,

de coloracdo esbranquicada, mede cerca de 1cm (0,6 — 1,4 cm), tem margens laterais enroladas de

modo a formar um canal longitudinal — o canal gineco6foro — o qual serve para alojar a fémea

durante a copulagdo. Por outro lado, a fémea alcanga os 1,2 -1,6 cm, € cilindrica e mais delgada, e

apresenta uma cor mais acinzentada derivada da digestdo do sangue — a hemozoina.

De entre as espécies que podem infectar o homem podemos citar:

@ S. haematobium (Bilharz, 1852)

@ S. japonicum (Katsurada, 1904)

]

]

S.

S.

mansoni (Sambon, 1907)

mattheei (Veglia & Le Rout, 1929)

. intercalatum (Fisher, 1934)
. mekongi (Voge, Bruckner & Bruce, 1978)

. malayensis (Creer, Ow-Yang & Yong, 1988)
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Algumas espécies podem ser diferenciadas pela posi¢do do espordo dos ovos, a qual € lateral
no caso do S. mansoni. Estes ovos possuem a particularidade de ndo serem operculados ao contrario
dos outros trematodes. No seu interior, os ovos albergam os miracidios, formas larvares, ciliadas e

infectantes para 0 molusco.

1.4.2 Ciclo de vida de S. mansoni

O miracidio do S. mansoni penetra activamente no tegumento do molusco, neste caso da B.
glabrata. A penetracdo do miracidio no hospedeiro deve efectuar-se dentro das primeiras horas apos
a eclosdo, pois o poder invasivo cai em funcdo da idade do miracidio e reduz-se praticamente a zero
depois das 10h a 12h seguintes (Rey, 2003). Apds a penetracdo, os miracidios alojam-se em
diversos tecidos do molusco, transformando-se em esporocistos de 1* geracdo (24h apos
penetracdo), seguindo-se a 22 e a 3? geracBes. Apds duas semanas inicia-se a producao de cercarias,
que posteriormente migram através do molusco para o abandonarem até atingirem a agua. Esta
eliminacéo é diaria.

A procura dos hospedeiros definitivos é feita na agua e, ao encontra-los, penetram na pele. A
cauda fica no exterior e a forma larvar recebe o nome de schistossomulo. Uma vez alcancada a
circulacdo portal intra-hepéatica, os parasitas transforma-se em adultos, acasalam e as fémeas
comecam a depositar ovos ja embrionados, os quais alcan¢cam o lIimen do intestino, no caso do S.

mansoni.
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Os ovos podem ser eliminados com as fezes, podendo no entanto, penetrar no vaso
sanguineo da circulagdo portal, aqueles que ndo conseguem alcancar o caminho certo, entrando
deste modo no figado e originando a patologia. Por outro lado, dos ovos eliminados que atinjam as
colecgdes de agua com condicdes fisico-quimicas adequadas, eclodem os miracidios que irdo

procurar o hospedeiro intermediério (Figura 5).

hospedeiro definitivo

%

penetracio na pele

ovos de Schistosoma mansoni
eliminados nas fezes

]

cercarias

N -

hospedeiro intermediario
Biomphalaria glabrata

Figura 5 — Ciclo biologico de S. mansoni (Adap. Paz, 1997)
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1.4.3 Relag6es Hospedeiro Intermediario — Parasita

O modelo experimental mais utilizado para o estudo das interac¢gdes Digenea — molusco é o
S. mansoni e o B. glabrata (Sire et al., 2001).

Para que ocorra sucesso de infeccdo de B. glabrata pelo S. mansoni é necessario a
verificacdo de determinados aspectos, nomeadamente a compatibilidade entres os mesmos. No
entanto, essa compatibilidade necessita da existéncia de concordancia entre a infectividade do
parasita e a susceptibilidade do molusco. A infectividade do parasita é a capacidade deste encontrar
e penetrar 0 hospedeiro, evitando ou suprimindo a resposta imunolégica do mesmo. Por outro lado,
a susceptibilidade diz respeito a sua adequabilidade fisioldgica e auséncia de uma resposta, ou seja,
apresenta uma base genética da variacdo entra as populagdes de parasitas e hospedeiros (Adema &
Locker, 1977).

A nivel de relacBes hospedeiro-parasita sabe-se que os estadios larvares do parasita —
miracidio, esporocistos e cercarias - provocam lesées no molusco (Malek, 1958):

@ Mecénicas - quando as larvas migram para atingir os orgaos distais;

@ Fisiologicas - dependentes da populacdo parasitaria, acumulando substancias toxicas
(Malek, 1957);

@ Morfoldgicos - através da visualizacdo a olho n de tumores nos tentaculos, cabeca ou pé

(Lutz, 1919 e Brump 1940,1941) cit. por Guerreiro, 1993.

A infeccdo com S. mansoni pode ainda afectar a capacidade reprodutora do caracol, devido

a destruicdo do ovotéstis, reduzindo o numero de posturas, chegando mesmo a cessar a sua

producdo (Coelho, 1954 e Pan, 1965).
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Esta infeccdo pode ainda causar-lhes alteragcbes no crescimento e no ciclo bioldgico,
nomeadamente provocando-lhes morte prematura (amitde), facto demonstrado por Pan (1965) no
estudo que revelou uma maior incidéncia de morte em moluscos parasitados.

As populagdes de B. glabrata que ocorrem na natureza sdo muito polimérficas no que
respeita a sua compatibilidade com S. mansoni (Théron et al., 1997 e Sire et al., 2001).

Deste modo, estudos genéticos e dos mecanismos de interaccdo em associagdo com a
variabilidade genética da B. glabrata tém vindo a ser explorados para o desenvolvimento de estirpes
ou espeécies laboratoriais de moluscos refractarios, ou seja, resistentes a infec¢do por S. mansoni

(Adema & Locker, 1977).
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1.5 A Schistossomose

1.5.1 Epidemiologia

B. glabrata é o hospedeiro intermediério do trematode S. mansoni, agente etiologico da
Schistossomose®, parasitose endémica em muitos paises de Africa e da América do Sul e Antilhas
(Rey, 2003). E a parasitose mais prevalente no Mundo, sequida da Malaria (Morel, 2000). Designa-
se por Schistossomose intestinal, dada a localizacdo do parasita nas veias do intestino grosso e
recto, apresentando no hospedeiro definitivo sintomas predominantemente intestinais.

Estima-se que 600 milhdes de pessoas corram risco de infec¢do e que mais de 200 milhdes
estejam infectadas (WHO, 1993) em 74 paises, valores possivelmente subestimados, pois 0s
sintomas relacionados com a Schistossomose, como anemia e baixa taxa de crescimento, podem
n&o ser reconhecidos como efeitos da doenca (WHO, 2002). Alguns dados indicam que 120 milhdes
sdo sintomaticos, 20 milhGes apresentam doenca severa, e que a parasitose esta ainda relacionada
com 500.000 mortes por ano (Gibodat & Bergquist, 2000).

A sua importancia reside no facto da doenca ndo afectar apenas a saude e o estado
psicoldgico das pessoas infectadas, como também altera a sua produtividade e, consequentemente,

as questdes econdmicas dos paises endémicos (Haggag & El-Sherbiny, 2006).

! Ou Schistosomiase (Bilhaziose ou Bilharziase).
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1.6 Aplicacdo da Biologia Molecular ao estudo de moluscos hospedeiros
intermediarios

Estudos moleculares de hospedeiros invertebrados tém sido iniciados como meio de analise
da expressdo genica e da sua influéncia no desenvolvimento do parasita. A este nivel o genoma
mitoncondrial da B. glabrata foi j& sequenciado, mostrando uma forma circular em que 0s
nucleotidos AT representam cerca de 74%, existindo num total aproximado de 13,670.

Esta descodificacdo veio facilitar as investigacbes da biologia de B. glabrata e as
interaccdes entre 0 molusco e os estadios de S. mansoni. Espera-se, em virtude disto, que o
conhecimento da expressdo génica dos hospedeiros intermediarios e parasitas, possa eventualmente
conduzir a novos métodos de controlo da doenca, como também ao esclarecimento da sua
epidemiologia (Kinght et al., 2000). Estas pesquisas tornaram-se deste modo uma ferramenta
adicional a identificacdo morfoldgica estabelecendo protocolos associados, principalmente a técnica
de PCR e as suas variagdes, permitindo distinguir as diferentes espécies, através de perfis
especificos (Caldeira et al., 1998 e Vidigal et al., 2000).

Desde a década de 90 do século XX, que uma das estratégias para controlo genético da
Schistossomose se baseia no desenvolvimento da genética de espécies de moluscos, de forma a
modificar a susceptibilidade natural para um estado resistente, através da introducdo de moluscos
refractarios nos habitats naturais (Spada et al., 2002 e Coelho et al., 2004).

Estudos anteriores foram feitos para determinar que componente genético do molusco
influencia quer a sobrevivéncia quer a destruicdo da infeccdo pelo parasita. Diversas isoenzimas
tém sido estabelecidas levando a varios fenotipos resistentes e susceptiveis (Richards & Shade,
1987 e Lewis et al., 1993). De facto, estas pesquisas foram realizadas pioneiramente por Newton
em 1955, assumindo que o fénotipo da estirpe albina possuia alto grau de susceptibilidade a
infeccdo.
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Demonstrada a sua alta variabilidade genética (Knight et al., 1991 e Vidigal et al., 1994) cit.
por Coelho et al. 2004, recentemente diferentes regides de DNA tém sido propostas para estudos
moleculares como instrumento adicional nas caracteristicas morfoldgicas de Biomphalaria spp.

Posto isto, diversas técnicas de biologia molecular tém sido aplicadas para estudos da
variabilidade genética dos hospedeiros intermediarios do Schistosoma spp. (Knight et al., 1991;
Vidigal et al., 2000, 2001; Caldeira et al., 2000; Janotti-Passos & Souza, 2000; Knight et al,. 2000 e

Souza & Janotti-Passos, 2001).

1.6.1 Exemplos de técnicas moleculares aplicadas

@ LS-PCR - Low Stringency

Vidigal et al. (1994) demonstraram a heterogeneidade genética de B. glabrata a uma grande
variedade de marcadores genéticos polimérficos. Para isso, recorreram a técnica de LS com uso de
dois primers especificos (NS1 e ET1) e em condicGes de baixa estrigéncia de anelamento. Mesmo
que esses primers produzissem complexos de bandas, pelos menos quatro produtos de LS para

Biomphalaria foram especificos, independentemente da origem dos moluscos (Vidigal et al., 1996).

m RFLP -PCR - Restriction Fragment Length Polymorphism

A técnica de PCR- RFLP baseia-se na amplificacdo especifica de uma regido do DNA pela
PCR com posterior digestdo do produto com enzimas de restricdo, esses produtos podem ser

observados apos electroforese (Vidigal et al., 1998; Caldeira et al. 1998; Spatz et al., 1999 e
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Vidigal et al., 2000). Estes autores amplificaram a regido espagadora interna do género RNAr,

constituido por 3 regiGes conservadas; 18S, 5.8S e 28S além de mais duas zonas ITS1 e ITS2.

@ RAPD - PCR - Random Amplified Polymorphism DNA

O uso de RAPD (Welsh & McClelland, 1990 e Williams et al., 1990), uma outra variante da
técnica de PCR, associa possiveis marcadores polimdrficos relacionados com resisténcia e
susceptibilidade a infeccdo por S. mansoni, amplificando-os, visto que permite o uso de pequenos
nucleodtidos arbitrarios, sem a necessidade de conhecer previamente 0S genes ou sequéncias.
Geralmente utiliza-se um iniciador unico de sequéncias aleatdrias em condicdes de baixa
estringéncia de anelamento. Isto permite a ligacdo de iniciadores a multiplos sitios do genoma,
amplificando segmentos anénimos sem correlacdo obrigatdria, com regides transcritas ou ndo,
repetitivas ou ndo, variaveis ou conservadas.

Vidigal et al. (1994) usaram a técnica de RAPD-PCR para estudos da variabilidade genética
na B. glabrata. Larson et al. (1996) e Lewis et al. (1997) desenvolveram estudos entre estirpes de B.
glabrata, susceptiveis e resistentes a infeccdo por S. mansoni. Estudos similares foram
concretizados por Abdel — Hamid et al., (1999), usando moluscos de outra espécie B. tenagophila.
Outros autores prosseguiram com pesquisas semelhantes na deteccdo de marcadores associados a
resisténcia da infeccdo por S. mansoni: Knight et al. (1999, 2000), Spada et al. (2002), Abdel
Hamid et al. (2006), Haggag & El-Sherbiny (2006), Oliveira et al. (2008) e Banaja et al. (2008)

Em suma, a técnica de RAPD — PCR mostra ser especialmente indicada para a realizagdo de
estudos de espécies desconhecidas, por utilizar pequenos primers e sequéncias arbitrarias. Possuli
um grande potencial para detectar polimorfismos e, sendo uma ferramenta de baixo custo, torna-se
acessivel a muitos laboratorios, permitindo a estimativa de parametros genéticos num curto espaco

de tempo (Lacerda et al., 2002).
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2.1 Objectivo Geral

Comparar a variacdo genética das estirpes albina e selvagem de B. glabrata nos periodos de

pré e pos exposicdo a miracidios de S. mansoni.

2.2 Objectivos especificos

m Relacionar a mortalidade entre as duas estirpes e entre os diferentes periodos pré e pds

exposicao a miracidios de S. mansoni;

m Estudar a susceptibilidade das diferentes estirpes mantidas em laboratério ao longo de 12

semanas, apoés a infeccdo com 10 miracidios de S. mansoni;

m ldentificar de polimorfismos genéticos com auxilio de técnicas moleculares - RAPD - que

poderdo estar associadas ao maior ou menor grau de susceptibilidade das estirpes de B.

glabrata - selvagem e albina.
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3.1 Selecgéo dos moluscos

Os moluscos foram seleccionados aleatoriamente a partir da coldnia existente e mantida ao
longo de vérias geracbes, na Unidade de Helmintologia e Malacologia Médica do Instituto de
Higiene e Medicina Tropical. Foram seleccionados 50 exemplares de cada uma das estirpes, albina
e selvagem, para posterior exposicdo a miracidios de S. mansoni. Para grupo controlo foram
seleccionados 50 exemplares de cada estirpe, ndo sujeitos a exposicdo a miracidios. O parametro
inicial de seleccdo foi o didmetro da concha (5 - 10 mm). Foram mantidos em recipientes com 200
ml de agua com temperatura de 24°C+1 e a sua manutencdo foi efectuada de dois em dois dias com
a reposicdo da agua e o fornecimento de alface fresca. Durante o estudo foram contabilizadas as

posturas e 0s embrides com o auxilio de um estereomicroscopio.

3.2 Obtencao de isolados de S. mansoni
Para a obtencéo de isolados de S. mansoni foi aplicada a técnica de Duvall & Dewitt (1967),

adaptado pela UHMM/UPMM/IHMT.

3.2.1 Perfusdo do figado
Inocularam-se os Mus musculus intraperitonealmente com 0,4 ml de Penthothal® sodico
(20mg). Ap6s a morte do murganho (5-10 minutos), fez-se a incisdo transversal na pele, abriu-se a
cavidade abdominal e a torécica e cortou-se 0 esterno. Removeu-se o diafragma e parte da grelha
costal, com ajuda de uma tesoura. Lavaram-se as visceras do murganho em &gua tépida para
remocado das impurezas. Levantou-se o figado e com o bisel de uma agulha fez-se a incisdo na veia

porta. Apds o desvio do pulmdo direito para o pulmao esquerdo, introduziu-se uma agulha na artéria
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torécica e injectou-se lentamente cerca de 10 ml de Liquido de Perfuséo (7,5 g de NaCH3;COO / 8,5
g de NaCl / 1000 ml de H,0), provocando o arrastamento de vermes contidos nos vasos hepéaticos
directamente para o copo cénico. Lavaram-se novamente as visceras para assegurar que ndo se
perderam parasitas. Por fim, fez-se a dissecacdo do figado para recuperacdo dos parasitas que
ficaram retidos. Apos a sedimentacdo dos vermes, desprezou-se o sobrenadante e voltou-se a encher
0 copo com agua repetindo a operagdo anterior para que houvesse uma melhor limpeza dos vermes
que foram arrastados. No fim, verteu-se o sedimento contendo 0s vermes para uma caixa de Petri e

procedeu-se a contagem de fémeas e machos recorrendo a um estereomicroscopio.

3.2.2 Recolha de ovos

Triturou-se o figado do murganho com o auxilio de uma varinha magica em solucao salina
(1,75% NaCl), para a destruicdo dos tecidos hepaticos e se dar a libertacdo dos ovos. Depois do
macerado se encontrar totalmente homogeneizado, verteu-se a mistura para um copo de fundo
cénico. Filtrou-se a suspensdo com duas espessuras de gaze e deixou-se repousar durante 20
minutos a 4°C. Fizeram-se vérias lavagens e uma vez conseguida a transparéncia necessaria,
decantou-se a suspensdo, guardando o sedimento. Filtrou-se novamente a suspensdao com duas
camadas de gaze, possibilitando assim a recolha de ovos do parasita. Para estimulacdo dos

miracidios adicionou-se um pouco de 4gua morna e expds-se a luz artificial com lampada de 60W.
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3.3 Infecgdo dos moluscos
Procedeu-se a exposicao individual dos moluscos a 10 miracidios utilizando tubos de Willis
contendo cerca de 5 ml de agua, a temperatura entre 25°C — 25,5°C, durante 2h a 3h. Os moluscos

foram posteriormente agrupados por estirpe nos devidos recipientes.

3.3.1 Obtencao de cercarias
Para a obtencao de cercérias, os moluscos foram colocados
individualmente em tubos de Willis com 10 ml de &agua e
expostos a luz artificial de uma lampada de 60W durante, pelo
menos, uma hora. Com ajuda de um estereomicroscopio
procedeu-se a visualizacdo de cercarias. Para determinacdo da
susceptibilidade este procedimento foi iniciado 4 semanas apos a

exposicdo aos miracidios de S. mansoni e monitorizado até 12

semanas ap0s a exposicao.

Figura 6 — Processo para libertacdo
de cercérias

3.3.2 Monitorizacao da susceptibilidade da infec¢cdo
Ap6s 1h a 2h da colocagdo dos moluscos a luz artificial, iniciou-se a contagem de cercarias.
Para tal retirou-se 0,5 ml de &gua para uma lamina juntamente com algumas gotas de lixivia, de
modo a imobilizar as cercarias. Ao microscopio, esta contagem é repetida trés vezes para cada
molusco e a partir da media destas contagens extrapolou-se para o volume de 10 ml, atraves do

calculo da proporcéo.
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3.3.3 Tratamento estatistico de dados
Para a avaliacdo do estudo da susceptibilidade da infeccdo em ambas as estirpes, criou-se uma
base de dados registando o nimero de moluscos positivos para cercarias, o total de cercérias obtidas
para cada molusco, como também o registo da mortalidade ao longo das semanas de estudo. Os
calculos realizados a partir desta base de dados foram feitos com recurso ao SPSS — “Statistical
Package for Social Science” versdo 17.0. O teste utilizado para este estudo foi o teste ndo
paramétrico Mann-Whitney e calculou-se também a média, mediana, variancia e desvio padrdo,

minimo e maximo.

3.4 Dissecacao de moluscos

O banho-maria foi preparado para atingir a temperatura de 70°C. Durante 0 seu aquecimento,
foi feita a marcacdo dos tubos estéreis de 1,5 ml a serem utilizados com a adicao de etanol absoluto.
Com ajuda de uma pinca mergulhou-se o molusco no banho-maria durante 30 segundos.
Posteriormente, com o auxilio de um estereomicroscépio e de um bisturi, procedeu-se ao corte da

zona cefalopodal e colocou-se esse produto nos tubos anteriormente preparados.

3.5 Andlise aleatdria de polimorfismos de DNA (RAPD-PCR)

3.5.1 Extraccdo de DNA
A extracgdo gendmica do DNA total foi realizado de acordo com o protocolo descrito por

Stothard et al. (1996), com as seguintes modificacgdes:
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Em tubos estéreis de 15 ml colocaram-se 600 pl de Tampdo CTAB -
(Cetyltrimethylammonium Bromide, Amnesco® — CgH4,NBr). Posteriormente adicionaram-se 10
pl de Proteinase K e colocou-se a amostra. Homogeneizou muito bem com tampéo previamente
aquecido na estufa a 65°C. Seguidamente as amostras foram colocadas na estufa a 65°C durante 60
minutos. De seguida adicionaram-se 600 pl de Cloroférmio: Isoamyl (24:1). Fez-se a agitagdo por
inversdo durante 2 minutos e preparou-se uma centrifugacdo rapida, para que haja separacdo da
parte aquosa da parte organica. Retirou-se o sobrenadante para novos tubos ja com 800 pl de etanol
absoluto gelado, para a visualizacdo da precipitacdo. Centrifugou-se a 13000 r.p.m. (= £ 20000
r.c.f.) durante 20 minutos. Descartou-se o sobrenadante, adicionando de seguida 500 ul de etanol a
70%, para lavagem do “pellet”. Centrifugou-se novamente a 13000 r.p.m. (= = 20000 r.c.f.) durante
20minutos. Deixando escorrer, retirou-se o sobrenadante totalmente. Com auxilio da estufa a 55°C,
evaporou-se o resto do etanol, num tempo maximo de 15 minutos. No final adicionaram-se 50 pl de
TE (Tris EDTA, pH 7) e agitou-se o tubo de modo a que o “pellet” se dissolva. Posteriormente as

amostras foram armazenadas a -20°C.

3.5.2 Quantificacdo do DNA gendmico
Procedeu-se a quantificacdo do DNA gendmico de modo a seleccionar as melhores amostras e
evitar eventuais auséncias de amplificacdo e, consequentemente, auséncia de resultados. Como a
principal causa de erro desta auséncia é o excesso de DNA, quantificaram-se as amostras num gel
de agarose a 1% com diferentes diluicdes do DNA em H,0O d.d. — 1/10, 1/20, 1/50 e 1/100. Os

melhores resultados foram obtidos com a diluigdo 1/50 para ambas as estirpes.
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3.5.3 Amplificacdo do DNA através do RAPD-PCR
A amplificagdo do DNA gendmico foi realizado por reaccdo de PCR. As reaccdes de
amplificagdo foram efectuadas em volumes de 25 pl, utilizando o kit Illustra™ puReTaq Ready-To-
Go PCR Beads (GE Healthcare).
Em cada reaccdo de amplificacdo de PCR foi também incluida uma amostra negativa. Para as
reaccOes de amplificacdo foi utilizado um conjunto de primers aleatorios descritos na Tabela 1 e

que ja tinham sido utilizados por outros autores em diferentes estudos.

Tabela 1 — Sequéncia oligonucleotidica dos primers testados

Primers  gjigonucledtidos 5° = 3° Autores

Seq. 2 TGC CGA GCT G Abdel-Hamid et al., 1999
Seq. 6 GGT CCCTGAC Larson et al., 1999
Seq. 9 GGG TAACGC C Vidigal et al., 1994
Seq. 10 GTG ATC GCA G Sire et al., 1999
Seq. 20 AGTGCTACGT Vidigal et al., 1994
Seq. 21 CAG GCCCTTC Oliveira et al., 2008

As reaccdes de amplificacdo aleatorias de polimorfismos foram efectuadas num termociclador

(AVISO®, GmBH Mechatronic Systems) e com as condi¢des térmicas, indicadas na Tabela 2.
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Tabela 2 - CondicGes térmicas do RAPD — PCR aplicado

T°/h N° Ciclos

3.5.4 Electroforese em gel de agarose

Desnaturacéo Inicial 95°C — 2 min 1x
12 Etapa 95°C — 30 seg
Extensao Interna 30°C — 2 min 2X
2% Etapa 72°C — 1 min
12 Etapa 95°C — 30 seg
Extenséo Interna 30°C — 2 min 33x
2% Etapa 72°C — 1 min
Extensao final 72°C — 5 min 1x
Tempo Total 3h23min

Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose a 1,5%, suplementado com

brometo de etidio (0,5 pl/ml), numa solucdo TAE (40 mM Tris-Acetato, 1 mM EDTA, pH 8,0).

Para estimar o peso molecular de fragmentos amplificados, utilizou-se um marcador de massa

molecular “HypperLadder 11” (Bioline) de 2000pb. A migrag&o ocorreu a 100V durante 60 minutos.

As bandas de DNA foram visualizados ap0s a exposic¢ao a raios U.V. no aparelho Alphalmager®

HP, Alpha Innotech.

Material e Métodos | 27



. Variagao Genética de Duas Estirpes de Biomphalaria glabrata nos Periodos Pré e Pés exposigao
Martins, L. . . .
a miracidios de Schistosoma mansoni

3.5.5 Anélise de polimorfismos

A variacdo genética das duas estirpes em estudo foi analisada através das bandas obtidas em
géis de agarose e avaliadas com recurso ao Coeficiente de Dice. Esta medida de associag¢éo consiste
no estabelecimento de estimativas de méxima verosemelhanca calculadas a partir de uma tabela de
contingéncia. Este coeficiente, (S), foi descrito por Dice (1945) e € obtido pela seguinte formula:
(S)=2a/2a+b+c,emque (a) representa o nimero de bandas comuns, (b) representa o nimero de
bandas existentes apenas nos albinos e (c) o numero de bandas existentes apenas nos selvagens. O

valor (S) pode definir se as amostras sdo idénticas, similares ou diferentes.
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4.1 Estudo da susceptibilidade intraespecifica

4.1.1 Comparacdo da mortalidade entre albinos e selvagens infectados e néo infectados

Neste estudo foi utilizado um total de 100 moluscos de B. glabrata, 50 deles da estirpe
albina e outros 50 da estirpe selvagem e como controlo utilizaram-se 50 moluscos de ambas as
estirpes, sem exposicao a miracidios.

A maior percentagem de mortalidade verificou-se nos moluscos infectados da estirpe albina,
em que 30 moluscos morreram durante o estudo (60%), enquanto nos da estirpe selvagem morreram
24 (48%). Em relagc&o aos moluscos ndo expostos a infeccdo, observaram-se 0os mesmos resultados,
verificando-se que na estirpe albina, houve um maior nimero de moluscos que morreram durante o

espaco de tempo correspondente ao periodo pré-patente nos moluscos infectados (Tabela 3).

Tabela 3 — Mortalidade em moluscos das estirpes albina e selvagem de B. glabrata infectados e ndo
infectados

Albinos Selvagens ‘
N2 moluscos mortos
Periodo Ndo Nao
(n2 de semanas) infectados Infectados infectados Infectados
1 2 2 1 1
2 2 3 1 2
3 1 3 2 1
4 1 4 3 2
5 2 6 1 2
6 1 2 3 3
7 1 3 2 4
8 1 2 2 3
9 3 1 1 1
10 2 1 1 2
11 2 2 1 2
12 2 1 0 1
Total 20(40%) 30(60%) 18(36%) 24(48%)
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4.1.2 Comparacéo da susceptibilidade intraespecifica

O estudo da susceptibilidade foi realizado a partir da observacéo da libertagdo de cercérias

de ambas as estirpes. Dos 100 exemplares observados (50 para cada estirpe), apenas 27 albinos

libertaram cercérias, correspondendo a 54%. Nos selvagens cerca de 30 caracois libertaram

cercarias, correspondendo a 60%.

Na Tabela 4 relaciona-se 0 nimero de moluscos vivos com o nimero de moluscos que

eliminaram cercarias e indica-se a taxa de infecgdo para cada semana. Ambas as estirpes iniciam a

sua libertacdo de cercarias na 5% semana. Contudo, na estirpe selvagem, o nimero de moluscos que

libertaram cercérias corresponde a apenas 14%, contrariamente aos 47% apresentados para 0S

moluscos albinos. A variagcdo do nimero de moluscos que libertaram cercarias, sugere uma curva

gaussiana, atingindo um valor maximo na 82 semana para albinos e um valor maximo na 72 semana

para os selvagens (Tabela 4 e Figura 7).

Tabela 4 — Infeccdo de moluscos das estirpes albina e selvagem de B. glabrata expostos a

S. mansoni
Ne de N2 de
‘ Ne moluscos N2 e
Periodo = \ U )
(N sem.) mo!uscos positivos % mo!uscos positivos %
VIVOS para vivos para
cercarias cercarias
1 48 0 0 49 0 0
2 45 0 0 47 0 0
3 42 0 0 46 0 0
4 38 0 0 42 B 5
5 32 10 0,47 42 6 0,14
6 30 22 0,73 39 20 0,51
7 27 20 0,74 35 25 0,72
8 25 21 0,85 32 22 0,68
9 24 17 0,71 31 19 0,61
10 23 15 0,65 29 10 0,34
11 21 12 0,57 27 6 0,22
12 20 10 0,50 26 4 0,15
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Figura 7 — Media de cercarias eliminadas pelos moluscos das estirpes albina e selvagem de B.
glabrata, ao longo das 12 semanas

Nas Tabela 5 e Figura 7 mostram-se os resultados da analise estatistica relativa a libertacdo

semanal de cercarias. Foram calculados a média, a mediana, o desvio padrdo, maximos e minimos,

para cada estirpe em cada semana. As primeiras quatro semanas correspondem ao periodo pré-

patente e apresentaram valores nulos (ndo apresentados na tabela). A partir da 5% semana verificou-

se que a média de libertacdo de cercarias € sempre superior na estirpe albina. A estirpe albina

atingiu um pico entre a 8 e a 9% semana, em contrapartida, na estirpe selvagem este pico ocorreu

entre a 6% e a 7% semana. A partir da 8 semana o numero de cercarias libertadas comegou a

decrescer, sugerindo um periodo patente mais curto, embora nas 12 semanas de estudo a eliminacgao

de cercarias nunca cesse.
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Tabela 5 — Medidas descritivas da libertacdo semanal de cercérias para as estirpes albina e selvagem

Grupo

Semana
5

Semana
6

Semana
7

Semana
8

Semana
9

Semana
10

Semana
11

Semana
12

Total

Média

Mediana

Variancia

D. padrao

Minimo

Maximo

N

,00
9820,867
99,100

0

6540
218,00
240,00

26761,379
163,589

0

30

7270
269,26
340,00

34268,661
185,118

0

27

7770
310,80
350,00

26888,917
163,978

0

25

5377
224,04
200,00

32668,389
180,744

0

24

3850
167,39
190,00

25301,976
159,066

0

2875
136,90
180,00

18588,690
136,340

0

2050
102,50
40,00
14661,842
121,086

0

Total
Média
Mediana

Variancia

Selvagens

D. padrdo
Minimo
Maximo

N

,00
7801,161
88,324

0

4620
118,46
60,00
17681,781
132,973

0

5420
154,86
190,00

14313,950
119,641

0

4100
128,13
110,00

12151,210
110,233

0

2980
96,13
90,00
8864,516
94,152

0

,00
4377,833
66,165

0

,00
2125,641
46,105

0

,00
781,538
27,956
0

90
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Para complementar o estudo da distribuicdo da libertagdo de cercarias por semana, aplicou-
se 0 teste estatistico ndo paramétrico de Mann-Whitney. Com este teste pretendeu-se verificar se a
libertacdo de cercarias em ambas as estirpes seguia a mesma distribuicdo ou se havia diferencas
estatisticamente significativas. A Tabela 6 mostra que a partir da 6 @ semana, 0 “p-value” é sempre
inferior ao valor a (o = 0,05). Isto sugere, segundo o teste estatistico Mann-Whitney, a existéncia de
diferencas significativas quanto a distribuicdo semanal na libertacdo de cercarias entre a estirpe

albina e a estirpe selvagem.
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4

Semana
1

Semana
2

Semana
3

Semana
4

Semana
5

Semana
6

Semana
7

Semana
8

Semana
9

Semana
10

Semana
11

Tabela 6 — Teste estatistico ndo paramétrico Mann-Whitney aplicado a libertacdo de cercarias de ambas as estirpes de B. glabrata

Semana
12

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

1176,000

2401,000
,000

1,000

a. Grouping Variable: Grupo

1057,500

2185,500
,000

1,000

966,000

2047,000
,000

1,000

836,000

1826,000
,000

1,000

571,000

1474,000
-1,530

,126

378,500

1158,500
-2,571

,010

282,000
912,000
-2,734

,006

142,500
670,500
-4,175

,000

218,000
714,000
-2,672

,008

184,000
619,000
-2,973

,003

153,500
531,500
-3,108

,002

152,000

503,000

-2,938

,003
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4.2 Analise de polimorfismos de RAPD - PCR

4.2.1 Quantificacdo de DNA genomico

Numa primeira etapa, procedeu-se a quantificacdo do DNA, permitindo seleccionar as
amostras mais adequadas e evitar eventuais auséncias de amplificacdo e resultados. Apos a
extraccdo de DNA, as amostras foram quantificadas num gel de agarose a 1%, anteriormente
diluidas com H,0 d.d., com as seguintes dilui¢cdes - 1/10, 1/20, 1/50 e 1/100. Na Figura 8 pode-se
observar que os melhores resultados foram obtidos com a dilui¢do 1/50, funcionando com ambas as

estirpes e nos estados infectado e ndo infectado.

1/20 1/50 1/50 1/100 1/50 1/100 1/50 1/100

Figura 8 — Quantificacdo de DNA de B. glabrata - A.N.l. albino nédo infectado, S.N.I.
selvagem ndo infectado, A.l. albino infectado, H.I. hibrido infectado, S.l. selvagem infectado;
M — Marcador de peso molecular (HypperLadder, 1000pb)

4.2.2 ldentificagédo de polimorfismos

No presente trabalho, avaliou-se a varia¢do genética das duas estirpes de B. glabrata. Foram
utilizados arbitrariamente seis primers, mas apenas dois apresentaram resultados consistentes e

reprodutiveis — Seq. 20 e Seq. 21. Na Tabela 1 estdo descritos os primers utilizados.
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4.2.2.1 Diferencas genéticas entre estirpes

Na Figura 9 mostram-se os resultados correspondentes a amplificacdo do DNA gendmico
dos moluscos infectados de ambas as estirpes. Pode-se constatar a presenca de duas bandas comuns
em ambas as estirpes, uma com 500pb e outra de 300pb, com a utilizacdo do primer Seq. 20.
Observa-se também a presenca de bandas com 800pb, 700pb, 550pb e 100pb presentes apenas nos
albinos infectados. Por outro lado, nos moluscos da estirpe selvagem verifica-se a existéncia de trés

bandas especificas com 900pb, 650pb e 600pb.

A4 A5 A6 A7 A8 A9 S4 S5 S6 S7 S8 S9

Figura 9 — Amplificacdo do DNA de moluscos B. glabrata, da estirpe albina, infectados (Al-
A9) e da estirpe selvagem, infectados (S1-S9) com o primer Seq. 20; M — Marcador de peso
molecular (Hypper Ladder 2000pb)

Quando se comparam os moluscos da estirpe albina infectada com selvagens infectados em
que se utilizou o primer Seq. 21, observa-se um maior nimero de bandas, mas também uma maior

semelhanca entre si, quando comparados com o primer Seg. 20, nas mesmas condicdes (Figura 10).
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Verificou-se a existéncia de quatro bandas presentes quer em moluscos albinos quer em
selvagens infectados, com os seguintes pesos moleculares: 700pb, 600pb, 400pb e 300pb. Nos
moluscos albinos destacam-se duas bandas especificas, com 500pb e 200pb, respectivamente. Nos

selvagens apenas 0s marcadores com 1200pb e 500pb séo especificos desta estirpe.

M
A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 J S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9

Figura 10 - Amplificacdo do DNA de moluscos B. glabrata, da estirpe albina, infectados
(A1-A9) e da estirpe selvagem, infectados (S1-S9) com o primer Seg. 21; M — Marcador de
peso molecular (HypperLadder, 2000pb)

Quando sdo utilizados estes dois primers para a comparagdo entre moluscos albinos e
selvagens que ndo foram expostos & infeccdo, os resultados diferenciam-se (Figura 11).

Com o primer Seg. 20 obtiveram-se quatro bandas comuns, em ambas as estirpes, de 700pb,
600pb, 500pb e 300pb. Especificamente os marcadores com 1800pb e 1000pb correspondem a

estirpe albina e selvagem nédo infectados, respectivamente.
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Ani1 Ani2 Ani3 Ani4 AniS5 Ani6 Ani7 Ani8 Sni3 Sni4 Sni5 Snié Sni7 Sni8

Figura 11 - Amplificacdo do DNA de moluscos B. glabrata, da estirpe albina, ndo infectados
(Anil-Ani8) e da estirpe selvagem, ndo infectados (Snil-Sni8) com o primer Seq. 20; M —
Marcador de peso molecular (HypperLadder, 2000pb)

Relativamente ao primer Seq. 21 também se observou a existéncia de quatro bandas comuns
as estirpes, com 400pb, 280pb, 220pb e 180pb. Quanto a marcadores especificos, com este primer
obteve-se sete para 0s moluscos selvagens ndo infectados — 1600pb, 1200pb, 800pb, 700pb, 600pb,
500pb e 350pb — e dois para os albinos ndo infectados, ambas com 120pb e 90pb.

Na Tabela 7 estdo descritos os resultados obtidos no estudo da similaridade expressa pelo
Coeficiente de Dice (S). Observa-se para os dois primers em estudo nos moluscos das duas estirpes,
a existéncia de uma heterogeneidade genética, com valores que oscilam entre 0,4 e 0,7 para 0s

moluscos infectados e ndo infectados.
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Tabela 7 - Coeficiente de Dice aplicado a diferenca genética entre estirpes

N¢ de bandas existentes
nos Selvagens

Primer Seq. 20

A.L/S.L.

A.N.I. /S.N.I

Primer Seq. 21
Al /S.l. AN.L/S.N.I

5

5

6

N¢ de bandas existentes
nos Albinos

N¢ de bandas em ambas
estirpes(a)

N2 de bandas existentes
s6 nos Albinos (b)

Ne de bandas existentes
so6 nos Selvagens (c)

Coef. de Similariedade (S)

4.2.2.1 Diferencas genéticas entre os moluscos infectados e nédo infectados

Dentro de mesma estirpe foram comparados moluscos expostos com os moluscos nao

expostos a infeccdo. Foram utilizados os mesmos dois primers ja descritos anteriormente.

Nas Figuras 12 e 13 observam-se trés bandas de 700pb, 500pb e 300pb, respectivamente,

e que estdo presentes nos moluscos infectados e ndo infectados. Por outro lado, s6 nos moluscos

albinos infectados € que sdo observadas duas bandas especificas, 900pb e 150pb, enquanto nos

albinos ndo infectados observam-se duas bandas especificas de 550pb e 100pb, respectivamente.
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Ani1 Ani2 Ani3 Ani4 Ani5 Ani6 Ani7 Ani8

Figura 12 - Amplificacdo do DNA de moluscos B. glabrata, da estirpe
albina, ndo infectados (Anil-Ani8) com o primer Seq. 20; M — Marcador
de peso molecular (HypperLadder, 2000pb)

A4 A5 A6 A7 A8 A9

m
y—— —
—

Figura 13 - Amplificagdo do DNA de moluscos de B. glabrata, da
estirpe albina, infectados (A1-A9) com o primer seq. 20; M — Marcador
de peso molecular (HypperLadder, 2000pb)
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Quatro bandas, com 900pb, 600pb, 500pb e 300pb, estdo presentes nos moluscos selvagens
infectados e ndo infectados. Apenas uma banda com 650pb é especifica para infectados e outra com

700pb para os néo infectados (Figuras 14 e 15).

Sni2 Sni3 Sni4 Sni5 Sni6 Sni7 Sni8

Figura 14 - Amplificacdo do DNA de moluscos B. glabrata, da estirpe
selvagem, ndo infectados (Snil-Sni8) com o primer Seq. 20; M —
Marcador de peso molecular (HypperLadder, 2000pb)

S4 S5 S6 S7 S8 S9

Figura 15 - Amplificagdo do DNA de moluscos B. glabrata, da estirpe
selvagem, infectados (S1-S9) com o primer Seq. 20; M — Marcador de
peso molecular (HypperLadder, 2000pb)
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Na amplificagdo com o primer Seq. 21 obteve-se uma banda comum nos albinos infectados
e ndo infectados, com 400pb. Seis bandas especificas foram encontradas para os moluscos albinos
infectados (Figura 16) com 800pb, 700pb, 600pb, 500pb, 300pb e 200pb e quatro bandas

especificas para os ndo infectados — 220pb, 180pb, 120pb, e 90pb (Figura 17).

Ani1 Ani2 Ani3 Ani4 Ani5 Ani6 Ani7

Figura 16 - Amplificacdo do DNA de moluscos B. glabrata, da estirpe
albina, néo infectados (Anil-Ani7) com o primer Seq. 21; M — Marcador
de peso molecular (HypperLadder, 2000pb)

A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9

Figura 17 - Amplificagdo do DNA de moluscos B. glabrata, da estirpe
albina, infectados (A1-A9) com o primer Seq. 21; M — Marcador de peso
molecular (HypperLadder, 2000pb)
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Nos moluscos da estirpe selvagem observam-se quatro bandas comuns, quer em infectados
quer em ndo infectados, com 1200pb, 800pb, 600pb e 400pb. Nos selvagens ndo infectados
identificam-se sete marcadores especificos dos 900pb, 850pb, 500pb, 350pb, 280pb, 220pb e 180pb
(Figura 18). Obtiveram-se tambeém duas bandas especificas nos moluscos selvagens infectados com

550pb e 300pb (Figura 19).

Sni1 Sni2 i3 Sni i5 Sni6 Sni7

Figura 18 - Amplificacdo do DNA de moluscos B. glabrata, da estirpe
selvagem, ndo infectados (Snil-Sni7) com o primer Seq. 21; M —
Marcador de peso molecular (HypperLadder, 2000pb)

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9

Figura 19 - Amplificacdo do DNA de moluscos B. glabrata, da estirpe
selvagem, infectados (S1-S9) com o primer seq. 21; M — Marcador de
peso molecular (HypperLadder, 2000pb)
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Na Tabela 8 esta descrito o Coeficiente de Similaridade (S) entre os perfis das bandas dos
moluscos infectados e ndo infectados de ambas as estirpes e em que se observa uma maior variacao

com o primer Seq. 21 do que com o primer Seg. 20.

Tabela 8 - Coeficiente de Dice aplicado a diferenca genética de estados de infeccao

Primer Seq. 20 Primer Seq. 21
A.l. / A.N.I S.I. / S.N.I A.l. / A.N.I S.I. / S.N.I

N¢ de bandas existentes nos
Infectados

N¢ de bandas existentes nos
N3o Infectados

N2 de bandas em ambos os
estados (a)

N¢ de bandas existentes s6
nos Infectados (b)

N¢ de bandas existentes s6
nos N3o Infectados (c)

Coef. de Similariedade (S)
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5.1 Comparacao da susceptibilidade das estirpes albina e selvagem de B. glabrata

Segundo Paraense e Corréa (1963), a variagdo da susceptibilidade seria um aspecto da
variabilidade intraespecifica do molusco e o grau de susceptibilidade dependeria da frequéncia
relativa dos genotipos resistentes e susceptiveis em cada populacdo. Nos anos 60 do século XX,
estes dados foram comprovados por Newton (1962) ao esclarecer que a susceptibilidade
apresentava um carécter hereditario e que entre as estirpes de B. glabrata, o fen6tipo albino era o
que apresentava ser 0 mais susceptivel.

Estes resultados parecem corroborar os resultados por nds obtidos. A taxa de
susceptibilidade da estirpe albina foi mais elevada do que a taxa da estirpe selvagem, durante as
doze semanas em que decorreu o presente estudo. Quanto a taxa de mortalidade, esta foi também
mais elevada na estirpe albina do que na estirpe selvagem (Tabela 4).

O periodo pré-patente foi igual para as duas estirpes, tendo ambas iniciado a eliminacdo de
cercarias a partir da 5% semana. Contudo, no periodo patente, os albinos apresentaram ser mais
susceptiveis, isto €, foram os que eliminaram um maior nimero de cercarias. Janotti-Passos &
Souza (2000) defendem que moluscos pouco susceptiveis eliminam cercérias tardiamente, 0 que
resultaria num periodo pré-patente mais longo.

Por outro lado, Lewis et al. (1993) defendem que muitas das variadas interaccoes
hospedeiro-parasita ocorrem com diferentes combinagdes entre as populacdes de B. glabrata e S.
mansoni. Algumas dessas combinacdes genéticas ajudam o parasita a desenvolver-se e proliferar,
porque 0 molusco ndo o reconhece como um corpo estranho. Contudo, noutras combinagdes o
parasita € reconhecido e rapidamente encapsulado pelos hemdcitos e fagocitados em poucos dias
(Loker et al., 1982 e Richards et al., 1992). Porém, este facto ndo se verifica nos moluscos da

estirpe selvagem, em que o nimero de moluscos positivos triplicou da 5% para a 62 semana. Outros
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investigadores (Richards & Merrit, 1972 e Richards, 1973) sugeriram que as variagdes nos padrdes
de pigmentagdo no manto dos moluscos séo geneticamente determinadas e poderiam influenciar a
susceptibilidade ao S. mansoni, levando a pensar que os moluscos albinos pudessem ser mais
susceptiveis que os moluscos selvagens. Verificou-se, através de varios cruzamentos entre moluscos
refractarios e susceptiveis e através da auto-fecundacao, que a susceptibilidade e a refractividade a
infeccdo decorrem de uma grande variabilidade de genes, sendo independentes da pigmentacao do
manto.

Allegretti et al. (2009) estudaram a influéncia da pigmentacdo e a resposta imune de
moluscos selvagens e albinos da espécie B. glabrata de Belo Horizonte (Minas Gerais, Brasil),
envolvendo amebdcitos face a infeccdo por S. mansoni. Os resultados por eles obtidos sugeriram
que a estirpe selvagem era mais susceptivel que a estirpe albina. A variante selvagem de B. glabrata
apresentou maior taxa de mortalidade, de infeccdo e menor nimero de amebdcitos circulantes,
demonstrando um sistema de combate a infec¢do menos eficiente.

No nosso estudo os resultados e as deducbes foram um pouco diferentes. Dados como a
mortalidade, a taxa de infec¢do, inclusive o maior nUmero de cercarias e duracdo de periodos de
infeccdo (pré-patente e patente), mostraram valores mais elevados na estirpe albina, mesmo quando
exposta a igual nimero de miracidios. Os resultados por nos obtidos poderdo ser justificados com
base na pigmentacdo, hipotese testada e ndo comprovada, anteriormente, por outros investigadores
(Richards & Merrit, 1972 e Richards, 1973).

Outros factores podem estar na origem desta diferenca de resultados, nomeadamente o
tempo de manutencdo da espécie em laboratorio, a influéncia das sucessivas geracdes, as origens
das estirpes tal como as linhagens do préprio parasita, pois, como foi referido inicialmente neste

capitulo, a susceptibilidade possui diversos graus dentro de uma mesma populago.
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5.2 Comparagcao genética de polimorfismos da estirpe albina e selvagem de B. glabrata

Apesar do numero de oligonucledtidos utilizados neste estudo ndo terem sido elevados, a
técnica molecular RAPD-PCR revelou ser um meio adequado para analisar a variacdo genética
entre as duas estirpes de B. glabrata quando expostas a S. mansoni.

Vidigal et al. (1994), usando a técnica de RAPD-PCR, mostraram que o genoma de B.
glabrata exibe um polimorfismo intra-especifico expressivo entre diferentes popula¢fes naturais
destes moluscos. Segundo os autores, os moluscos que ocupam no Brasil as mesmas regides
geogréficas, parecem ser geneticamente homogéneas.

Em estudos anteriores, em que foram utilizadas isoenzimas (Mulvey & Vrijenhoek, 1981)
assim como a analise de polimorfismos por RFLP (Knight et al., 1991 e Mulvey & Bandoni, 1994),
0s autores sugeriram que as populacdes de B. glabrata mantidas em laboratério durante varias
geracdes, apresentavam um grau significativo de variabilidade genética.

O nosso estudo demonstra que, embora os moluscos utilizados fossem de duas estirpes de B.
glabrata, mantidas em laboratério ha varios anos, ndo constituem um grupo genético homogéneo.

A andlise da variabilidade genética relacionada com a susceptibilidade a infeccdo por S.
mansoni é extremamente importante, pois possibilita uma maior compreenséao da sua epidemiologia
e ainda a formulacdo de novas estratégias e métodos para controlo da doenca (Spada et al., 2002).

O recurso a técnica de RAPD-PCR demonstrou grande aplicabilidade, e deste modo tem
sido usada para investigar a variacao populacional relacionada com susceptibilidade e resisténcia de
B.glabrata a S.mansoni (Oliveira et al., 2008). Também Langand et al. (1993) demonstraram que a
técnica de RAPD-PCR, por si sO, é uma boa ferramenta para medir o grau de diversidade genética

entre 0s moluscos do género Bulinus.
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Neste estudo ficou demonstrada a utilidade da técnica de RAPD-PCR, como método de
diferenciacdo de variantes de B. glabrata expostas a infeccdo por S. mansoni. A identificacdo de
bandas polimdrficas baseou-se na comparacdo do padrdo de bandas, de ambas as estirpes num gel
de agarose. As bandas ou padrdo de bandas detectadas em todos os individuos sdo consideradas
como polimorficas (Larson et al., 1996). Foram utilizados seis primers aleatoriamente, mas apenas
dois apresentaram bandas reprodutivas em todas as etapas do nosso estudo.

Segundo Guaraldo et al. (1981), o ajuste fisioldgico entre 0 molusco e o parasita € um factor
decisivo para o sucesso do parasitismo durante o processo de infeccdo. Os efeitos desta relacdo
durante o processo muito intimo seriam determinados por um mecanismo complexo de interaccao
parasita-hospedeiro que era controlado pela constituicdo genética de cada espécie envolvida.

Comparando os moluscos albinos e selvagens expostos aos miracidios com a aplicacdo do
primer Seq. 20, observou-se a existéncia de duas bandas comuns de 300pb e 500pb. Este resultado
corresponde a uma similaridade (S) de 0,4 (Tabela 7), comprovando uma variacdo genética
significativa. Esta variacao entre estirpes veio sendo observada ao longo de todo o estudo.

De facto, embora se trate de uma espécie susceptivel, e como este factor tem uma
componente genética, ja se esperava uma diferenca na composicdo genética das duas estirpes. No
entanto, quando € aplicado o primer Seq. 21, a similaridade (S) apresenta valores na ordem de 0,7
(Tabela 7), o que sugere uma maior proximidade das estirpes.

Os resultados mostraram que a técnica de RAPD pode ser uma ferramenta facil e rapida na
detecgdo de diferencas genéticas entre estirpes de B. glabrata mantidas em laboratério.

Vidigal et al. (1994) demonstraram que a heterogeneidade genética de B. glabrata é elevada
e que a grande variedade de marcadores genéticos polimdrficos indicam que a analise de RAPD

pode ser uma importante contribuicdo para os estudos genéticos de Biomphalaria.
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Marcadores ou sequéncias gendmicas associadas com a resisténcia a infeccdo poderdo ser,
por si s6, uma oportunidade para a producdo de moluscos transgénicos e refractarios, os quais, em
conjunto com outras medidas, poderiam levar & elaboracdo de estratégias de controlo da

Schistossomose.
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6. Conclusoes

O presente trabalho procurou ser um contributo para o estudo da variagdo genetica de duas

estirpes de B. glabrata mantidas em laboratdrio.

Dos resultados obtidos, podemos concluir que:

B A mortalidade é superior na estirpe albina, quer em periodos de pré exposicao quer em periodos
de pds exposicdo, a miracidios de S. mansoni, em relacdo a estirpe selvagem nas mesmas
condicdes;

B A taxa de infeccdo ao longo das semanas € superior na estirpe albina em relacdo a estirpe
selvagem;

B A média de libertacdo de cercéarias é superior na estirpe albina ao longo das 12 semanas de
estudo, indicando uma maior susceptibilidade desta mesma estirpe;

B A taxa de variagdo genética entre as duas estirpes é elevada.
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