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RESUMO

Biomphalaria glabrata, molusco de agua doce, desempenha um importante papel em
Parasitologia Médica, por ser o hospedeiro intermediario de Schistosoma mansoni, trematode
digenético responsavel pela schistosomose intestinal. A deteccdo de moluscos infectados pelo
Schistosoma mansoni tem uma grande importancia em Saude publica, porque identifica focos de
transmissdo da schistosomose. As limitagdes dos métodos classicos para o diagnostico de infecgdes
pré patentes fazem com que os métodos de biologia moleculares sejam vistos como possiveis
alternativas através da detecgdo de ADN do S. mansoni em moluscos hospedeiros. A deteccao de
sequéncias especificas de ADN por reaccao de polimerase em cadeia (PCR) tem-se verificado ser
de extrema importancia para a analise genética e diagnostico de varias doengas infecciosas. Neste
estudo foi aplicada a técnica de Nested-PCR, com o objectivo de identificar, no periodo pré-patente,
S. mansoni em moluscos expostos a 1, 5 e 10 miracidios em diferentes periodos de tempo. Foram
utilizados moluscos das estirpes albina e selvagem de B. glabrata. Para a realizacao das técnicas de
PCR e de Nested-PCR (NPCR) foram utilizados dois pares de oligonucleétidos desenhados
especificamente para detectar o ADN de S. mansoni . Verificou-se amplificagdo do fragmento de
ADN do parasita em 80% das amostras analisadas, independentemente da dose de miracidios e do
periodo de exposicao. O método utilizado ¢ altamente sensivel, mostrando ser uma ferramenta util
na detec¢do de hospedeiros intermediarios de S. mansoni, consequentemente na identificacdo de

focos de schistosomose intestinal.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni, Biomphalaria glabrata, periodo pré-patente e

Reacgao em Cadeia de Polimerase.
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ABSTRACT

Biomphalaria glabrata is a freshwater snail that plays an important role as intermediate host
of Schistosoma mansoni, a digenetic trematode responsible for intestinal schistosomiasis. The
detection of snails infected by Schistosoma mansoni is of great importance to public health, because
it identifies possible focus of transmission of Schistosomose. The limitations of the traditional
methods for the diagnosis of pre-patent infections originate that molecular biology methods are seen
as possible alternatives to detect DNA of S. mansoni in the host snail. The detection of specific
DNA sequences by PCR was confirmed to be of extreme importance for the genetic analysis and
the diagnosis of a various infectious diseases. In this study, a Nested-PCR technique was used, with
the aim of identifying, pre-patent periods S. mansoni in snails exposed to 1, 5 and 10 miracidia for
different periods of time. We used snails strains of albino and wild B. glabrata. For the PCR and
Nested- PCR (NPCR) two pairs of oligonucleotides were used, designed specifically to detect the
DNA of S. mansoni. There was amplification of the parasite DNA fragment of interest in 80% of
the samples, independently of the infecting dose and exposure time. The method proved to be
highly sensitive, thus being a useful tool in the detection of intermediate host of S. mansoni, and

therefore contributing to the identification of focus of intestinal Schistosomose.

Keywords: Schistosoma mansoni, Biomphalaria glabrata, pre-patent period and Polymerase Chain
Reaction.
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CAPITULO I - INTRODUCAO GERAL



Introducdo

1 Schistosoma mansoni

1.1. Consideracoes gerais

Schistosoma mansoni € um trematode que pertence 4 classe DIGENEA e 4 familia
SCHISTOSOMATIDAE. E o agente responsavel pela schistosomose intestinal, devido a

localizagdo dos parasitas nas vénulas da parede do intestino grosso.

O género Schistosoma difere dos outros Digenea por apresentarem sexos separados (didicos)
e um acentuado dimorfismo sexual, e pelo facto dos machos apresentarem menos de 10 massas
testiculares (Rey, 2008). Os vermes adultos de ambos os sexos residem nas vénulas do plexo

mesentérico (Ferreira, 2002).

1.2. Caracteristicas morfologicas

Contrariamente aos outros trematodes, os trematodes do género Schistosoma apresentam-se
como vermes delgados e longos. Os machos medem cerca de lcm de comprimento (0,6 a 1,4 cm)
por 0,11 cm de largura, e sdo de cor branca. Na extremidade anterior apresenta uma ventosa oral,
afunilada, seguida de uma segunda ventosa ventral (Figura 1). O aparelho genital dos machos
consiste em 6 a 8 massas testiculares pequenas situadas dorsalmente, no inicio do segmento
posterior. O macho apresenta as margens laterais do seu corpo, largo e achatado, enroladas de modo
a formar um canal longitudinal o canal ginecéforo, o qual serve para alojar a fémea quando do

acasalamento (Neves, 2005 e Rey, 2008).

As fémeas tém o corpo cilindrico, mais delgado do que o dos machos (1,2 a 1,6 cm),
encontram-se numa cavidade (canal ginecoforo) do corpo dos machos (Figura 1). Apresentam uma

coloragdo mais escura e acinzentada, devido a presenca do pigmento da hemozoina no tubo
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digestivo. Este pigmento deriva da ingestao do sangue. O ovario ¢ oblongo, ligeiramente lobalado,

localizando-se na metade anterior do corpo (Rey, 1992 e 2008).

O revestimento externo dos vermes adultos € composto por sete camadas, estas estao

continuamente em processo de renovacao (Rey, 2008).

Em ambos os sexos o tubo digestivo inicia-se na extremidade anterior, no fundo da ventosa
oral e ¢ composto por um eso6fago, que se divide em dois ramos simples (direito e esquerdo) e

voltam a reunir-se em um ceco Unico. Nao ha abertura anal (Neves, 2005).

Macho

Ventosa Oral

Ventosa ventral

Fémea no canal ginecoforo

Figura 1: Schistosoma mansoni adultos (adaptado do site www.weichtiere.at)
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1.3. Distribuicao geografica

Schistosomose ¢ um problema de Satde Publica mundial, afectando mais de 200 milhdes de
pessoas em todo mundo (Hamburger, 1998 e Pontes, 2002). A infecgdo pelo Schistosoma mansoni é
endémica em 54 paises e territorios da América do Sul, Caribe, Africa e Mediterraneo Oriental

(Pontes, 2002).

Em Africa a doenca é autoctone e um dos maiores focos encontra-se no Delta do Nilo e na zona
intertropical ao Sul do Sahara. Os paises mais afectados sdo: o Egipto, o Sudao, a Republica

Centro-Africana, e Madagascar (Rey, 2008) (Figura 2).

Na Asia, apenas a Arabia Saudita, o Iémen e Oman apresentam focos desta infec¢ao (Iarotski,
1981). Nas Américas, a schistosomose abrange muitos estados do Brasil e da Venezuela, além de

territorios em Suriname, Porto Rico, republica Dominicana e Antilhas (Rey, 2008) (Figura 2).

Figura 2: Mapa de areas endémicas do Schistosoma mansoni (adaptado do site www.itg.be).




Introducdo

1.4. Ciclo de vida

S. mansoni requer dois hospedeiros para completar o seu ciclo de vida: um molusco de dgua
doce (hospedeiro intermediario) do género Biomphalaria ¢ um vertebrado hospedeiro definitivo

(Ferreira, 2002).

Os ovos de S. mansoni quando eliminados com as fezes humanas (Figura 3B), ja
encontram-se embrionados. Ao atingirem colec¢des de agua doce com condi¢des adequadas
(temperatura entre 20 ¢ 30 °C, pH e composicdo quimica) eclodem, dentro de um periodo
relativamente curto (minutos), os miracidios (Figura 3C), a forma infectante para Biomphalaria
spp. Os miracidios nadam e penetram os tecidos moles do caracol, seu hospedeiro intermedidrio.
Apo6s a invasao, os cilios dos miracidios desaparecem, os musculos degeneram e em poucos dias, as
larvas transformam-se em duas geracdes de esporocistos, esporocistos mae e esporocistos filhos

(Figura 3D) e depois em cercarias (Gracio, 2008).

As cercarias (Figura 3E), a forma infectante para os humanos (hospedeiro definitivo) sao
libertadas do molusco e nadam a procura do hospedeiro definitivo. Ao encontra-los penetram
activamente a pele deste (operagdo que decorre num periodo demais ou menos 5 minutos). Na
penetragdo, a cercaria perde a cauda e a nova forma larvar recebe o nome de schistosomulo (Rey,
2008). Alguns schistosomulos sdo destruidos na pele e outros atingem a circulagdo passando por
diversos orgdos (coragdo, pulmdes e figado) e sdo langados na circulagdo arterial. E no sistema
porta intra-hepatico que os schistosomulos atingem a fase adulta. Os vermes adultos (Figura 3A)
acasalam e migram contra a corrente sanguinea até as veias mesentéricas inferiores e suas
ramificagdes. As fémeas comecam a depositar os ovos nas vénulas (5 a 8 semanas apoOs a
penetracdo das cercérias). Os ovos ja embrionados movem-se progressivamente em direc¢cdo ao
limen do intestino e sdo eliminados com as fezes (Neves, 2005 e Rey 1992). Alguns ovos nao

conseguem alcangar correctamente o seu percurso, estes penetram nos vasos sanguineos da

4
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circulacdo porta e entram no figado, onde muitos ficam retidos e dao origem a patologia ou podem
ainda invadir o tecido hepatico e entrar na circulagdo sistémica, neste caso podem atingir e instalar-

se em qualquer 6rgdo do hospedeiro definitivo (Gracio, 2008 e Rey, 1992).

Os ovos viaveis eliminados com as fezes que venham a atingir colec¢des de dgua adequadas
as necessidades bio-ecologicas do parasita irdo iniciar um novo ciclo de vida com a eclosdao de

miracidios (Gracio, 2008) (Figura 3).

Figura 3: Ciclo de Vida do Schistosoma mansoni: (Adaptado de Rey, 2008).
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1.4.1. - Miracidio do Schistosoma mansoni

O miracidio (Figura 4), a forma infectante para o hospedeiro intermediario -Biomphalaria
spp € o primeiro estddio larvar da fase livre do S. mansoni. Apresenta forma cilindrica, com

dimensdes médias de 180um de comprimento por 64um de largura (Neves, 2005).

Esta revestido por cilios, os quais permitem o movimento no meio aquatico, na extremidade
anterior encontra-se um par de glandulas adesivas e uma glandula de penetracdo e, na extremidade
posterior, um grupo de células germinativas e um sistema excretor (Rey, 1992). A penetragao faz-se
com a ajuda de uma glandula apical produtora de enzimas histoliticas e duas glandulas ceféalicas que
contribuem para a aderéncia. Durante a fase de vida livre na 4gua, a actividade deste organismo ¢

sustentada pelas reservas de glicogénio e pelo consumo de oxigénio do meio (Rey, 2008).

O curto periodo de vida dos miracidios e a presenga no meio aquatico de factores bidticos e
abidticos que lhe sdo desfavoraveis, fazem com que haja perdas significativas do parasita nesta fase
larvar. Para continuar o seu ciclo, o miracidio necessita, obrigatoriamente, de encontrar o molusco

hospedeiro intermedidrio adequado (Neves, 2005).

Figura 4: Miracidio do S. mansoni (cedida por Pedro Ferreira, IHMT)
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1.4.2. - Penetracio do miracidio no hospedeiro intermediario

A penetracao dos miracidios no hospedeiro especifico deve ocorrer nas primeiras horas apds
a eclosdo, porque o poder invasivo diminui com a idade do miracidio e reduz-se praticamente a zero
depois de 10 a 12 horas apds a eclosdo (Rey, 2008). Apds a aderéncia, a penetracdo da-se pela
conjugacdo de movimentos rotatérios do miracidio em torno do seu eixo e da accdo litica da
glandula apical de penetragdo. Este processo demora aproximadamente 3 a 15 minutos, sendo
acelerada com o aumento da temperatura (40°C) (Neves, 2005 e Rey, 2008). Temperaturas abaixo
dos 10°C impedem a penetracdo de S. mansoni em Biomphalaria glabrata. A penetracdo no
molusco pode fazer-se por qualquer parte do tegumento, através das zonas expostas do molusco,
tais como, o pé, tentdculos e colar do manto. Apds a penetracdo, o miracidio inicia o seu
desenvolvimento nos tecidos e nos seios linfaticos do pé ou da cabeca, junto ao local da entrada, ou

migra para as cavidades dos orgdos (Rey, 1992, 2008).

Ao penetrar no molusco o miracidio perde o seu revestimento epitelial ciliado passado umas
horas (5h), imobiliza-se nas proximidades do ponto de penetragao (Neves, 2005). Em seguida
inicia-se uma alteracao estrutural, transformando-se em uma estrutura sacular alongada designada
por esporocisto-mae ou esporocisto primario. No esporocisto de 1* geracdo, proliferam células
germinativas do miracidio, dando origem a esporocistos-filhos ou esporocistos secundarios e depois

em cercarias, forma infectante para os hospedeiros definitivo (Gracio, 2008 e Rey, 2008).

1.5. Transmissao e Fonte de infec¢cio da Schistosomose

A transmissdo da schistosomose depende estreitamente do contacto humano com as
coleccdes de dgua doce contaminadas com cercdrias. As cercarias penetram activamente a pele e as
mucosas, as regioes do corpo mais afectadas sdo os membros inferiores (pés e as pernas) (Neves,

2005). As fontes de infecgdes sdao os lagos, as lagoas os canais de irrigacao ou de drenagem onde se
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acumule agua e que sdo frequentados pela populacao, onde tomam banho, lavam roupas e usam

agua para fins domésticos, etc. (Rey, 1992).

2. Biomphalaria glabrata

2.1. Caracteristicas morfoldgicas gerais

B. glabrata ¢ um dos gastropodes de agua doce com maior importancia em medicina, por ser
hospedeiro intermediario do Schistosoma mansoni, agente causal da schistosomose intestinal.

(Knight, 2000 e Gracio, 2008).

O corpo deste molusco consiste em, cabeca, massa visceral, pé e manto (Rey, 2008). Possui
concha lisa e sem opérculo (Malek, 1974 e Gracio, 2008), um par de tentaculos, com olhos situados

na base. E hermafrodita com abertura sexual separado (Faria, 2007).

2.2. Caracteristicas gerais da concha

Biomphalaria apresenta uma concha calcdria, unilocular com forma discoidal, ligeiramente
voltada para a esquerda, dai a designagdo de sinistral ou ultradextral. A concha ¢ formada por trés
camadas, o periostracum, a camada primatica ¢ a camada nacarada (Lutz, 1919; Yung & Guyenot,

1920, Hyman, 1967 e Malek & Cheng, 1974).

O orificio, através da qual se projecta a regido cefalopodal, esta situado para diante e para
baixo. Disso resulta, aquilo que se pode considerar uma fase superior também designada de fase
direita, dorsal ou externa e uma fase inferior também conhecida por fase esquerda, ventral ou
interna, devido & posicao natural da concha, que serve de ponto de referéncia para a sua descrigdo

(Guerreiro, 1993).
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Neste género ambas as faces se mostram escavadas, embora a face direita se apresente
ligeiramente acentuada, com uma depressao central a que damos o nome de umbilico (Figura 5)

(Guerreiro, 1993 e Rey, 2008).

Figura 5: Face superior e inferior de Biomphalaria glabrata (cedida por Guerreiro, 1993)

2.3. Classificacdo Taxonomica da B. glabrata

B. glabrata pertence ao filo Mollusco e a classe Gastropoda. E um pulmonado por possuir

“pulmoes’na cavidade do manto.

Das seis classes pertencentes a este Filo apenas uma tem importancia em medicina humana,
a Classe Gastropoda, (Figura 6) por conter hospedeiros intermediarios de tremdatodes e/ou
nematodes patogénicos para o homem (Guerreiro 1993 e Gracio, 2008).

Existem 34 espécies, pertencentes ao género Biomphalaria sendo 22 desta espécie encontra-
se nas Américas (Regido Neotropical) (DeJong, 2001) e as restantes 12 sdo restritas do continente
Africano (DelJong, 2001 e Jorgensen, 2007). Sendo assim, as espécies do género Biomphalaria
distribuem-se por dois grandes grupos a americanas ¢ africanas. (Figura 6).

As espécies africanas foram agrupadas por Mandahl- Barth (1957) em 4 grupos (Figura 6)
(Jorgensen, 2007).

O agrupamento das espécies de Biomphalaria ¢ baseado na comparacao das caracteristicas
morfologica da concha, dos 6rgdos reprodutores masculinos e femininos e da radula (Caldeira, 2000

e Jorgensen, 2007).
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As semelhangas existentes entre algumas espécies deste género levou ao agrupamento de

algumas delas em complexos. Espécies americanas (Neotropical) consistem em dois complexos:

1) Complexo Biomphalaria. straminea constituido por B. straminea, B. intermedia, e B.
kuhniana;
2) Complexo Biomphalaria. tenagophila tformado por B. tenagophila, B. t. guaibensis e

B. occidentalis. (DeJong, 2001 e Faria, 2007).
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Figura 6: Classificacdo taxonémica do género Biomphalaria da classe Gastropoda (adaptado de

Guerreiro, 1993)

Filo Mollusca
Gastropoda
Ordem Basommatophora
Subclasse Pulmonata
Familia Planorbidae
Género
Biomphalaria

Espécies americanas

B.glabrata ( Say)

Espécies africanas

Grupo: pfeifferi (Krauss)

B.tenagophila(D Orbigny)

Grupo. choanomphala (Martens)

B.straminea (Dunker)

Grupo: alexandrina (Ehrenberg)

B.philippiana(Dunker)

Grupo: sudanica (Martens)

B.chilensis (Dunker)
B.albicans (Pfeifferi)
B.riisei (Clessin)
B.peregrina ( D ’Orbigny)
B.helophila ( D’ Orbigny
B.obstructa (Morelet)
B.pallida (Adams)
B.havanensis (Pfeiffer)
B.fieldii (Tryon)
B.schrammi (Crosse)
B.prona (Martens)
B.occidentalis (Paraense)

B.andecola (D Orbigny)
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2.4. - Genoma de Biomphalaria glabrata

Biomphalaria glabrata apresenta um genoma mitocondrial circular haploide com 18
cromossomas pequenos € monomorficos (Figuras 7 e 8.). O tamanho do seu genoma mitocondrial ¢
de aproximadamente 950 Mb. E o mais pequeno de todos os gastropodes contendo 13670
nucleotideos. (DeJong, 2005; Gregory, 2003). B. glabrata ¢ a espécie do género Biomphalaria em

que o seu genoma mitocondrial ja foi totalmente sequenciado (Janotti -Passos, 2007).
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Figura 7: Genoma de B. glabrata (adaptada do site www.biology.unm.edu)
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Figura 8: Cariotipo de B. glabrata (Goldman et al, 1983).
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2.5. - Habitat

Os moluscos do género Biomphalaria podem ser encontrados nas adguas doces das regides
tropicais pouco profundas, algo poluidas, estagnadas ou de fraca corrente, ricas em matérias

organicas (Romeiro & Aguiar, 1954, Fraga de Azevedo e Medeiros 1955 e Grécio, 1995).

Os habitats de elei¢cdes destes gastropodes planorbidios, sdo as dguas mineralizadas ou seja,
aguas ricas em sais alcalinos e alcalino terrosos, pouco movimentadas, ricas em vegetagao aquatica,
de fundo iododo e expostas ao sol, com temperaturas Optimas entre os 22° e 26°C (Schwetz, 1951;
Malek 1958 e Harry & Aldrich, 1958). Os habitats podem ser resultantes da agua da chuva que
ficou estagnada e que originou charcos, ou sdo valas e at¢ mesmo pequenas lagoas (Romeiro &
Aguiar, 1954; Malek, 1958 e Gracio, 1995). Mas também podem ser encontras em tanques, rios de

fraco caudal e nos locais que se situam proximo das populagdes (Azevedo, F. & Medeiros, 1955).

A vegetacdo submersa constitui um apoio para estes animais, que nele se fixam ou se
alimentam. A alimentacdo ¢ a base de folhas e outros 6rgdos de plantas aquaticas, algas, bactérias,

lodo, excrementos de outros animais, etc. (Neves, 2005).

2.6. Distribuicao geografica

A distribuicao geografica do género Biomphalaria esta associada a factores climaticos, quer
sejam eles térmicos ou sazonais, por factores hidricos e orograficos. (Deschiens, 1954, Malek,
1958; Barbosa & Olivier, 1958; OMS, 1967; e Pointier, 1982). Face a distribui¢do destes factores,
vamos encontrar este género de molusco nas regides quentes ¢ humidas dos paises tropicais e

subtropicais do Globo.

A excepcdo de algumas regides do Norte, tais como Marrocos, Tunisia Sara e Mauritania,

toda a Africa se tornou numa gigantesca area, onde estes moluscos encontram habitats propicios ao
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seu desenvolvimento. Este género, onde se inclui o hospedeiro intermediario de S. mansoni,
expandiu-se também aos territdrios vizinhos, nomeadamente a ilha de Madagascar, a Israel, a
Arabia Saudita e ao Iémen (Wright, 1962; OMS, 1967; Berrie, 1973; Malek & Cheng, 1974 ¢

Brown, 1994).

Na regido Neotropical, este género de moluscos ¢ encontrado na Republica Dominicana,
Porto Rico, Antilhas Francesas (ilhas de Guadalupe, Martinica, Sta Lucia), Brasil, Venezuela e
Suriname (Butter, 1958; Harry & Aldrich e 1958; Malek, 1969,1980).

O clima incerto das regides Neotropicais e Tropicais, impde ainda trabalhos de irrigacdo
constante, ou sistemas de drenagem favoraveis ao homem (utilizagdo domestica e culturas de arroz,
legumes, etc) o que conduz a uma rapida multiplicagdo e distribuicdo destes moluscos, levando a
uma maior prevaléncia e disseminagdo da Schistosomose, derivada do contacto mais intimo entre os

humanos e os moluscos (Butter 1958 ¢ Brown, 1994).

2.7. Ciclo de vida da Biomphalaria glabrata

Biomphalaria ¢ essencialmente dipléide (2n), desde a formacao do ovo, fases juvenis e adulto,
até a produgdo dos gametas, células sexuais hapléides (n), cuja conjugacao resulta o ovo (Guerreiro,

1993).

Estes moluscos apresentam um hermafroditismo caracterizado pela produgao, simultanea de
gametas masculinos e femininos, no mesmo individuo, possibilitando, quando isolados, uma
autofecundagdo (Guerreiro, 1993). Embora sejam hermafroditas, podendo autofecundar-se, os
moluscos desta espécie t€ém preferéncia pela reproducdo cruzada quando as condigdes ambientais

lhe sdo favoraveis. (Neves, 2005 e Vidigal, 1998).
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A postura dos ovos ¢ efectuada geralmente a noite, depositando dezenas de ovos, que
permanecem unidos por uma delicada membrana envolvente, segregada pela glandula nidimental, a
capsula ovifera (Rey, 2008). As posturas sdo depositadas em qualquer estrutura solida submersa,
como plantas, paredes, pedras, madeira, concha de outros moluscos e até mesmo vasilhames de
pléstico encontrados em colecgdes aquaticas poluidas (Neves, 2005).

De acordo com Grasse (1968), os ovos sdo revestidos por duas membranas, uma interna
fina, solida e muito refringente, enquanto a outra, externa e espessa, ¢ constituida por muitas
camadas conjuntas. A eclosdo dos caracois ocorre aproximadamente sete dias apds a postura. O
tamanho do molusco tem relacdo com a densidade populacional e as condi¢des das aguas. (Neves,
2005).

O desenvolvimento dos moluscos ¢ directo, sem a presenca de metamorfoses. O recém

eclodido € semelhante ao adulto, mas em dimensoes reduzidas.

2.8. Deteccao de S. mansoni em moluscos B. glabrata

Para detectar exemplares de B. glabrata infectados com S. mansoni recorre-se geralmente, a
duas técnicas, a primeira através da exposi¢do do molusco 4 luz, em recipientes com agua para
estimular a libertacdo de cercarias (ocorre cerca de 3 a 4 semanas ap0s a infec¢do) (Caldeira, 2004)
e a segunda no esmagamento dos moluscos entre duas laminas de vidro para a observagdo de

cercarias ou esporocistos (Jannotti-Passsos, 2006).

Contudo estes métodos nao sdo capazes de detectar S. mansoni em moluscos infectados
durante o periodo pré-patente nem apos a morte dos moluscos. Assim os métodos moleculares tém
sido utilizados para detectar a infeccdo por S. mansoni em ambas as situacdes (Hanelt et al. 1997,

Jannotti-Passos et al. 1997 e Hamburger et al. 1998).
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3. Relacio parasita/ hospedeiro intermediario (molusco)
3.1. Interacc¢do S. mansoni/ hospedeiro intermediario

No estudo das interacgdes parasita — molusco, o modelo experimental mais utilizado ¢ S.
mansoni € B. glabrata (Théron et al., 1997, Connors et al., 1998 e Sire et al., 2001). Para o sucesso
da infec¢ao de B. glabrata pelo S. mansoni ¢ fundamental que se verifique compatibilidade entre o

hospedeiro intermediério e o parasita. Para que isso ocorra ¢ preciso a presenca de dois factores:

i.  Concordancia entre a infectividade do parasita ou seja a capacidade deste de
encontrar e penetrar no hospedeiro intermediario, evitando ou suprimindo a resposta
imune do mesmo;

ii.  Susceptibilidade do hospedeiro intermediario (molusco), isto €, a sua adequabilidade

fisiologica e auséncia de resisténcia imunoldgica.

Ambos os factores possuem complexas bases genéticas, apresentando, por isso, variagdo
entre as populacdes de parasitas e hospedeiros intermediarios. (Bayne & Loker, 1987 ¢ Adema &

Loker 1997)

Uma das caracteristicas das interac¢des digenea-molusco € o elevado grau de especificidade
que apresentam (Van der Kapper & Loker, 1990). O S. mansoni parece estar estritamente
relacionado com algumas espécies do género Biomphalaria. Com algumas excepgdes, cada espécie
de digenea consegue apenas infectar grupos limitados de moluscos disponiveis, frequentemente

apenas uma Unica espécies ou mesmo estirpes geograficas (Van der Kapper & Loker, 1990).
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3.2. Alteracoes histologicas do hospedeiro intermediario apds a

penetraciao do parasita

Segundo Malek, 1958, os estadios lavares do S. mansoni (miracidios, esporocistos e
cercarias) sdo responsaveis pelas lesdes mecanicas, fisioldgicas e até mesmo morfologias no interior
das Biomphalaria. As alteragdes mecanicas sdo resultantes das migracdes das larvas ao longo dos
varios tecidos para atingirem os Orgdos distais do molusco e as fisioldgicas sdo causadas pelo
consumo de alimentos digeridos (pelos planorbidios) e pela acumulacdo de substancias toxicas que
os parasitas excretam (Faust, 1920, Faust & Hoffman, 1934). De acordo com Lutz (1919) e Brumpt
(1940) as lesdes morfologicas sao derivadas da transformagdo dos miracidios em esporocistos
priméarios nos tentaculos, cabega, pé e colar do manto dando origem a pequenos “tumores” visiveis

a olho nu.

A infeccdo por S. mansoni afecta a capacidade reprodutora do caracol, devido & destrui¢ao
gradual do ovotestis, tendo como consequéncia uma reducao significativa do nimero de posturas,
passivel de apreciacdo por comparagao com espécies ndo infectados (Coelho, 1954). Ainda, esta
infec¢ao ¢ responsavel por alteragdes de crescimento ¢ do ciclo de vida dos moluscos, causando-

lhes, amitide, uma morte prematura.

A infeccdo natural de Biomphalaria é por vezes bastante intensa, podendo atingir a
percentagem experimental, que pode ir até aos 100%, dependendo dos locais de contaminagao, dos
factores ambientais e, sobretudo de um complexo de diversos factores genéticos, que determinam o

desenvolvimento ou a inibicao do parasita no caracol (Newton, 1952).
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3.3. - Mecanismo imunoldgico do hospedeiro intermediario

Os moluscos apresentam mecanismos de defesa contra a invasdo dos parasitas,
principalmente a fagocitose e o encapsulamento (Brown, 1994 e Malek, 1980). Segundo Newton
(1952) nas espécies resistentes a S. mansoni, o miracidios e os esporocistos que sucedem sdo na sua

maioria, envolvidos por reac¢do celular e destruidos por fagocitose.

As células responsdveis pela essa destruicdo sdo os amebdcitos, que sdo macrofagos
primitivos que circulam livremente no interior da hemolinfa do caracol e podem acumular-se em

regides especificas em volta dos esporocistos (Borges, 1998).

4. A Biologia molecular aplicada ao estudo dos moluscos

Como ja foi referido anteriormente os dois, métodos utilizados no diagnostico na deteccao
de infeccdo por S. mansoni em Biomphalaria spp sdo, a exposicdo dos moluscos 4 luz e
esmagamento do molusco entre duas laminas de vidro. Face as limitagdes deste métodos outras
técnicas mais eficientes foram desenvolvidas baseados na deteccdo do ADN (acido
desoxirribonucleico) do parasita e no perfil de B. glabrata (Janotti-Passos, 2000).

Os métodos moleculares tém apresentado resultados satisfatorios na detecgdo e
caracterizacdo de algumas parasitoses intestinais. Estes métodos sdo de extrema sensibilidade uma
vez que permitem a gera¢do de copias de sequéncias especificas a partir de uma cadeia de ADN
molde, através de uma sintese enzimatica “in vitro” (Souza; 2005). A sensibilidade e especificidade
destes métodos permitem um diagndstico de forma precoce de agentes infecciosos e monitorizar a
progressdo da doenca e a resposta & terap€utica (Souza, 2005). Um dos métodos moleculares mais
utilizados ¢ a Reaccdo de Polimerizacdo enzimatica em Cadeia (PCR). Existem enumeras
adaptagdes e modificacdes da técnica basica de PCR produzidas com o objectivo de, por exemplo,

utilizar como alvo o ARN (4acido ribonucleico) RT-PCR, aumentar a sensibilidade e especificidade
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Nested-PCR, amplificar ADN de sequéncia desconhecida PCR de largo espectro, ou quantificar o

ADN alvo QC-PCR. (Ferreira, 2000).
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Objectivos

2. Objectivos

A schistosomose ocupa o segundo lugar entre as doencas parasitarias mais graves (logo a
seguir a malaria), no que respeita ao numero de pessoas infectadas e também a extensao das areas
(tropicais e subtropicais) em que a doenga ¢ endémica. Por outro lado, o caracter cronico da doenga
e o aumento progressivo e sustentavel da morbilidade em individuos ndo tratados resulta numa
diminui¢do da capacidade produtiva e sofrimento prolongado (Morel, 2000). Face a estas
consequéncias o controlo da schistosomose torna-se imperioso. Porém, para que o controlo se possa
realizar, num contexto integrado, ¢ necessario conhecer onde se encontram os focos de infecgao,
isto ¢, habitats de dgua doce com moluscos infectados com S. mansoni, no caso da schistosomose
intestinal. Contudo, para determinar se os moluscos se encontram infectados ¢ de grande
importancia a detec¢do precoce (periodo pré patente) da infec¢dao por S. mansoni. Devido as
limitacdes dos métodos classicos para deteccdo de S. mansoni no periodo pré patente, os métodos
moleculares sdo vistos como possiveis alternativas para a deteccdo precoce desta infec¢do nos

moluscos. Assim o presente estudo teve como:

2.1.  Objectivo geral:

Detec¢do de S. mansoni no molusco B. glabrata durante periodo pré-patente, por

NestedPCR.

2.2.  Objectivos especificos:

I.  Detectar a presenga do ADN de S. mansoni em B. glabrata durante o periodo
pré-patente e verificar se a infeccdo do molusco depende da dose de miracidios e
do tempo de exposi¢do aos mesmos;

II.  Desenvolver uma técnica de PCR especifica e sensivel na deteccao de S. mansoni

em moluscos potenciais hospedeiros intermediarios.
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Material e Métodos

3. Material e Métodos
3.1. Obtencao dos moluscos B. glabrata

As duas estirpes de B. glabrata, uma selvagem e outra albina, utilizadas neste estudo, sdo
oriundas de Belo Horizonte- Brasil e mantidas no Laboratorio de Malacologia da Unidade de
Helmintologia e Malacologia Médicas do Instituto de Higiene e Medicina Tropical (I.H.M.T)
durante varias geragdes. Os moluscos seleccionados apresentavam de 8-10 milimetros de didmetro.

Foi utilizado um total de 90 exemplares (45 da estirpe albina e 45 da selvagem).

3.2. Exposicao de B. glabrata a S. mansoni

O ciclo de vida de S. mansoni ¢ mantido no laboratorio de Malacologia do IHMT, tendo
como hospedeiro intermedidrio B. glabrata e hospedeiro definitivo Mus musculus. No presente
estudo, a infec¢do experimental dos moluscos consistiu na exposicao destes aos miracidios que
eclodiram dos ovos de S. mansoni obtidos por infeccdo experimental de Mus musculus. A técnica
utilizada para a obtengdo dos ovos de S. mansoni foi realizada segundo o protocolo da

UHMM/UPMM/IHMT, adaptado de Duvall, R.H.& Dewitt, W.B., 1967 (Anexo 1).

Para a infeccdo dos moluscos foram definidos dois grupos de B. glabrata de cada estirpe,
(uma albina e uma selvagem), cada grupo foi formado com 45 exemplares. Cada molusco foi
colocado num tubo de Wills contendo cerca de 15 ml de agua, com temperatura entre 25 e 27°C, e
expostos a um nimero de miracidios varidvel, de acordo com o plano de estudo (Tabela 1) durante
um periodo de 18 hora. Para cada um destes grupos constituiu-se um grupo controlo, os quais ndo
foram expostos a miracidios. Os moluscos expostos a um miracidio foram utilizados para validar a

sensibilidade da técnica.
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Tabela 1: Plano de estudo utilizado para a exposicio dos moluscos a miracidios de S. mansoni.

Total de molusco

Dias apos a

Nimero de miracidios expostos

utilizados em cada

exposicao a )

miracidios Um Cinco Dez estirpe
Um dia 5 15
Trés dias 5 15
Setes dias 5 5 S 15

Apbs a exposicao aos miracidios, os moluscos foram divididos em grupos segundo o plano

de estudo e colocados em recipientes de plastico contendo aproximadamente 150 ml de dgua e

alimentadas com alface fresca até serem sacrificadas.

3.3. Disseccao dos moluscos B. glabrata

A dissec¢do dos moluscos efectuou-se um dia, trés e sete dias apds a exposi¢do aos

miracidios de S. mansoni. Os moluscos foram mergulhados em banho maria a 70°C, durante 30

segundos. A extrac¢do do corpo do molusco foi retirada com ajuda de duas pingas (Figuras 9 A e

B).

)
\

S.Leal09 B

Figura 9: Extraccdo do molusco da concha (Original de S. Leal)
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Apbs a extrac¢do do corpo do molusco cortou-se, com um bisturi, a regido cefalopodal do
molusco (Figura 10). Esta foi conservada num microtubo de “Eppendorf “contendo etanol a 100%,

o qual foi guardado no frigorifico a 4°C até ao momento da extraccdo do ADN gendmico.

)\

Regido cefalopodalf = '&. e
& '\ :

> “

S..Leal 09

Figural0: Corpo do molusco indicando a regido cefalopodal (original de S. Leal)

3.4. Extraccio do ADN genomico

3.4.1. Extraccdo do ADN genomico de B. glabrata

A extraccdo de ADN gendémico da B. glabrata foi realizada com base no método de Stothard
(1996) com ligeiras modificacdes. A regido cefalopodal de B. glabrata foi macerada e
homogeneizada num tubo de “Eppendorf” contendo 600ul. de tampao CTAB
(“Cetyltrimethylammonium Bromide”) aquecido, ao qual se adicionaram 10ul de Proteinase K
(para desproteiniza¢dao). De seguida colocaram-se os tubos na estufa durante uma hora e trinta
minutos a 65°C. No final deste tempo adicionaram-se 600uL de Cloroférmio: alcool isoamilico
(24:1), agitou-se por inversdao durante dois minutos e centrifugou-se a 13000 rpm (=23000 rcf -

“relative centrifugal force”) por alguns segundos.
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O sobrenadante foi transferido para um tubo de “Eppendorf” contendo 800uL de etanol frio
para a precipitacdo do ADN e em seguida centrifugou-se 20 minutos a 13000 rpm (=23000 rcf).
Rejeitou-se o sobrenadante e lavou-se o pellet obtido com 500uL de etanol a 70% e centrifugou-se
20 minutos a 13000 rpm (=23000 rcf). Rejeitou-se o sobrenadante e secou-se o pellet obtido na
estufa, para a vaporizacdo total do etanol. Em seguida ressuspendeu o pellet seco em 50 pL do

tampao TE (Tris EDTA, pH neutro), o qual foi guardado a -20°C at¢ ser utilizado.

3.4.2. Extraccao do ADN genémico de S. mansoni adultos

Os vermes adultos utilizados na extraccdo do ADN genomico do S. mansoni, foram utilizados
como controlo positivo. Estes foram obtidos a partir do figado de Mus musculus infectados com S.
mansoni (estirpe de Belo Horizonte-Brasil, mantida na Unidade de Helmintologia ¢ Malacologia
Médicas do IHMT). O método utilizado para a extracgdo do ADN gendmico do S. mansoni € o
método de Stothard (1996), com ligeiras modificagdes. O procedimento ¢ o idéntico ao que foi

referido para extrac¢do do ADN genomico de B. glabrata.

3.5. Quantificacdo do ADN genomico
As amostras de ADN genémico de S. mansoni e B. glabrata foram analisadas por
electroforese em gel de agarose a 1% em tampao TAE (40 mM Tris-Acetato, | mM EDTA, PH 8,0)
contendo 8uL de brometo de etidio. A visualizagdo do ADN fez-se no transiluminador
(Alphaimager®HP, Alpha Innotech) com luz Ultra- Violeta (UV). A quantificagio do ADN tem

como finalidade verificar a integridade e qualidade da amostra.
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3.6. Deteccao de ADN de S. mansoni em B. glabrata

Foram aplicadas duas técnicas de PCR para a deteccdo de ADN de S. mansoni:

e PCR simples em que foram utilizados dois pares de oligonucledtidos, UNV16/Seq.

24 e Seq. 25/ Seq.26 (Tabela 2);

e Nested PCR (NPCR) em que as sequéncias UNV16 e Seq. 24 foram utilizados como
oligonucledtidos externos e as sequéncias 25 e 26 foram utilizados como

oligonucledtidos internos.

Tabela 2 - Oligonucleodtidos utilizados na amplificacio do ADN dos moluscos B. glabrata

Tamanho do

Oligonucleétidos Sequéncias dos oligonucle6tidos pares de bases Estrutura
(pb)

UNV16 5’CCGGACATCTAAGGGCATCA3’ Oligonucleétidos
940 pb

SEQ 24 5’GTTACG ATC AGG ACC AGT GT3’ externos

SEQ 25 5°GTG CTG GTG GGT TGA CGA GTT C3® Oligonucledtidos
720 pb

SEQ 26 5’CTA AAC GAG CAC AGA GGA C3’ internos

3.6.1. PCR Simples

A reacgdo, foi realizada num microtubo (Illustra ™ puReTaq Ready-To-Go PCR Beads)
contendo Tap ADN Polimerase, ao qual foi adicionadol pL do oligonucle6tidos UNVrel6, 1uL do
oligonucleotidoSEQ 24, e 1,5uL da amostra de ADN e perfez-se o volume para 25uL com agua
bidestilada. Homogeneizou-se o contetido do tubo e colocou-se o termociclador (AVISO®, GmbH

Mechatronic Systems).
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Em cada reac¢do foi preparada um controlo negativo, com todos os reagentes referidos
anteriormente excepto a amostra de ADN e um controlo positivo em que foi utilizada uma amostra

do ADN gendémico de Schistosoma mansoni adulto.
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3.6.2. Nested PCR (NPCR)
3.6.2.1. Reaccio de NestedPCR em duas etapas
Foram utilizados dois pares de oligonucledtidos em duas reacgdes de PCR diferentes, num

total de 60 ciclos (30 ciclos de cada).

Na primeira reaccdo PCR foi utilizado um par de oligonucleotidos externos, enquanto que
na segunda reac¢ao de PCR uma aliquota do produto amplificado da primeira reac¢ao serviu como
molde para uma nova amplificagdo utilizando um par de oligonucledtidos mais internos (Tabela 2)
que se ligam a regides mais internas da sequencia de ADN produzida na primeira reac¢ao de PCR.
As reacc¢des foram efectuados num microtubo (Illustra ™ puReTaq Ready-To-Go PCR Beads)
contendo Tap DNA Polimerase, no qual foram adicionados 0.5uL do oligonucleotido SEQ 25, 0.5
puL do oligonucleotido SEQ 26, e 2uL. do produto do primeiro PCR perfazendo-se o volume para
25uL com agua bidestilada. Homogeneizou-se o conteido do tubo e colocou-se no termociclador
(AVISO®, GmbH Mechatronic Systems). Na primeira reac¢io de PCR as condi¢des de
amplificacao estdo descritas na Tabela 3, para a segunda reac¢do de PCR as condi¢des de
amplificacao foram as mesmas descritas na Tabela 3 excepto a temperatura de ligacao que foi de

58°C durante 1 minuto.

Em cada reaccdo foi preparada um controlo negativo, com todos os reagentes referidos
anteriormente excepto a amostra de ADN e um controlo positivo em que utilizou-se a amostra do

ADN gendémico de S. mansoni adulto.
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Tabela 3: Condicées de amplificacio das amostras por PCR

Etapas Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacao inicial 92°C 5 minutos
Desnaturacio 92°C 30 segundos
Ligaciao 65°C 1 minuto 30 Ciclos
Extensao 75°C 1 minuto
Extensao final 72°C 5 minutos

3.7. Quantificacdo dos produtos de PCR amplificados

Os produtos de amplificacdo da reaccao de PCR foram analisados por electroforese em gel de
agarose (1%) em solugdo tampao TAE (40mM Tris-Acetato, ImM EDTA; pH 8,0) contendo 8uL
de brometo de etidio. A migracdo das moléculas de ADN foi avaliada por comparagdo com a de um
marcador de peso molecular “HyperLadder II”’ (Bioline). As amostras foram preparadas com 3pL
do produto de PCR ao qual foi adicionado 2ul tampdo de deposicdo (Azul Bromofenol com
glicerol). A electroforese foi realizada a 100V durante 40 minutos. Os fragmentos de ADN foram
visualizados apo6s a exposi¢do a luz ultravioleta em transiluminador (Aphalmager®HP, Alpha

Innotech).

3.8. Amplificaciao de S. mansoni adultos
Foi realizada por reac¢ao de PCR aplicada a regido ITS (Internal Transcribed Spacer) dos
operdoes do ADN ribossomal (rADN). Os fragmentos foram amplificados com os oligonucle6tidos

descritos por Kane & Rollinson (1924), encontram-se descritos na Tabela 4.
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Tabela 4: Oligonucledtidos utilizados na amplificacdo da regiao do I'TS do S. mansoni

Tamanho do
Oligonucleotidos Sequéncias dos oligonucleétidos acl:rfll)ll;?czzl;) efr:lalg)gz:t;e
bases (pb)
ETTS1 5’-TGCTTAAGTTCAGCGGGT3’
ITS 1000pb
ETTS2 5’-TAACAAGGTTTGCGTGGTGAA3’

3.8.1- Reaccio de PCR
A reacgdo, foi realizada num microtubo (Illustra ™ puReTaq Ready-To-Go PCR Beads)
contendo Tap DNA Polimerase, ao qual foram adicionados 1 pL do oligonucledtidos ETTS1 e o
IuL do oligonucledtidos ETTS2, e 3ulL da amostra de ADN perfazendo-se o volume final para
25uL com &gua bidestilada. Homogeneizou-se o conteudo do tubo e colocou-se o termociclador
(AVISO®, GmbH Mechatronic Systems). Em cada reac¢do foi preparada um controlo negativo,
com todos os reagentes referidos anteriormente excepto a amostra de ADN. As condi¢des térmicas

utilizadas para a amplifica¢ao fragmentos de ADN estdo descritas na Tabela 5.

O produto da amplificagdo ¢ analisado por electroforese em gel de agarose a 1%, e

visualizado utilizando um transiluminador com luz ultra-violeta (UV).

Tabela 5: Condicoes de amplifica¢do por PCR

Etapas Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacao inicial 94°C 5 minutos
Desnaturacao 95°C 15 segundos
Ligacao 58°C 30 segundos 37Ciclos
Extensio 72°C 1,5 minutos
Extensao final 72°C 10 minutos
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3.9- Validacao de sensibilidade da técnica

Para a validacdo da sensibilidade da técnica foram utilizadas amostras de ADN gendmico de
moluscos ndo infectados e de moluscos infectados. Primeiro preparou-se uma mistura de ADN
gendémico dos moluscos ndo infectado, a partir desta mistura efectuaram-se dilui¢des de 1:10, 1:30,
1:50 e 1:100 de uma amostra de ADN gendmico de molusco exposto a um miracidio durante trés
dias. A amplificacdo do ADN foi realizada por PCR e NPCR nas mesmas condi¢des descritas no

ponto 1.7 do Capitulo 1.
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Resultados

4. Resultados

4.1. Determinacio da especificidade das técnicas de deteccio molecular
(PCR, NPCR).

A andlise da especificidade de cada técnica de PCR ¢ indispensavel, pois garantird que sé sera
amplificado o fragmento de ADN especifico, diminuindo os riscos de resultados falso-positivos
devido as amplificag¢des cruzadas.

Na reaccdo de PCR em que foram utilizados os oligonucledtidos externos (SEQ 24 e
Unvrel6) observou-se apenas a amplificagdo de um de fragmento com aproximadamente 940 pb
(Figura 11), a qual corresponde ao controlo positivo ou seja ADN do S. mansoni. Na reac¢ao em
que se utilizaram os oligonucleétidos internos (SEQ 25 e SEQ 26) observou-se a amplificacao de
um fragmento com aproximadamente 720 pb (Figura 12), o qual corresponde também ao controlo
positivo. Estes resultados demonstram assim a especificidade desses pares de

oligonucledtidos.

9 10 11 12 Cp Cn

2940 pb

Figura 11: Especificidade de amplificacdo de PCR usando os oligonucledtidos Unvrel6 e SEQ 24.
M- marcador de peso molecular; 1-12- B. glabrata; Cp (controlo positivo) - S. mansoni adulto, Cn-

Controlo negativo.
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=720 pb

Figura 12: Especificidade de amplificacdo de PCR usando os oligonucleotidos SEQ 25 e SEQ 26.
M- marcador de peso molecular; 1-3- B.glabrata; Cp- (controlo positivo) S. mansoni adulto, Cn-

Controlo negativo.

4.2. Amplificacao da Regiao Interna Transcrita (ITS) dos vermes adultos
de S. mansoni

Para analise molecular dos vermes adultos de S. mansoni, procedeu-a se a amplificagdo da
Regido ITS. Foi amplificado o ADN gendmico de varios exemplares de S. mansoni tendo-se obtido

um fragmento com aproximadamente 1000 pb (Figura 13).

10 11 12

~1000 pb

Figura 13: Gel de agarose a 1% da amplificacdo da Regido ITS do ADN de S. mansoni, M-

marcador de peso molecular; 1 - 12- S. mansoni.
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4.3. Identificacio de infec¢cio no molusco no periodo pré-patente por
NestedPCR

Foram analisadas por NestedPCR um total de 90 amostras de ADN genoémico de B. glabrata

Tabela 6: Amostras de B. glabrata analisadas por NestedPCR

resultados demonstram que a sensibilidade do NestedPCR ¢ de 79,96% (Tabela 6).

P t
Método de Total das Total das ereentagem
, . (%) das
Numero de miracidios amostras amostras amostras
Detecc¢éo testadas | amplificadas .
amplificadas
Um 30 22 73,3
NestedPCR Cinco 30 24 80
Dez 30 26 86,6

(45 estripe albina e 45 estripe selvagens). Destas amostras observou-se uma amplificagdo em 76%
dos moluscos que foram expostos a um miracidio, 80% dos que foram expostos a cinco miracidios e
86,6% dos que foram expostos a dez miracidios. Todas apresentaram um fragmento de ADN com

aproximadamente 720 pb o qual corresponde 4 amplificagdo do ADN do parasita em estudo. Estes
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Na Figura 14, pode-se observar a amplificacdo do S. mansoni por NPCR (NestedPCR), no
molusco exposto a um miracidio, em diferentes periodos de tempo. Embora os periodos de
exposicdo ao miracidio tenham sido diferentes, todas elas amplificaram com o mesmo numero de

pares de bases (=720 pb).

~720pb

Figura 14: Gel de agarose a 1% das amostras de B. glabrata, expostas a um miracidio em
diferentes periodos de tempo. M- marcador de peso molecular; 1- B. glabrata (albina), 2-
B.glabrata (selvagem) com um dia de exposicao; 3-B. glabrata (selvagem), 4-B. glabrata (albina)
5-B. glabrata (selvagem) com a trés dias de exposicdo; 6-B. glabrata (selvagem), 7 B. glabrata

(albina) com sete dias de exposi¢do;. Cp- Controlo positivo, Cn- Controlo negativo.

Na Figura 15, observa-se a amplificacdo do S. mansoni por NPCR (NestedPCR), no
molusco exposto a cinco miracidios em diferentes periodos de tempo. Embora os periodos de
exposicao aos miracidios tenham sido iguais ao descrito anteriormente e o nimero de miracidios
seja diferente, os resultados obtidos foram iguais aos anteriores, ou seja as amostras amplificaram

com os mesmos pares de bases (=720 pb).
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~720 pb

Figura 15: Gel de agarose a 1% das amostras de B. glabrata, expostas a cinco miracidios em
diferentes periodos de tempo. M- marcador de peso molecular; 1- B. glabrata (albina), 2-
B.glabrata (selvagem) com um dia de exposicao; 3-B. glabrata (albina) 4-B. glabrata (selvagem)
com a trés dias de exposi¢do; 5-B. glabrata (selvagem), 6 B.glabrata (albina), 7- B. glabrata

(selvagem), - com sete dias de exposi¢ao;. Cp- Controlo positivo, Cn- Controlo negativo.

Por outro lado, quando os moluscos sdo expostos a dez miracidios em diferentes etapas do

periodo pré-patente os resultados obtidos sao idénticos aos das etapas anteriores, em que houve uma

amplificacdo das amostras com fragmento de ~<720pb (Figura 16)

=720 pb

Figura 16: Gel de agarose a 1% das amostras de B. glabrata, expostas a dez miracidio em
diferentes periodos de tempo. M- marcador de peso molecular 1- B. glabrata (selvagem), 2-
B.glabrata (selvagem), 3-B. glabrata (albina) com um dia de exposi¢do, 4-B. glabrata (selvagem)
5-B. glabrata (albina), 6-B. glabrata (selvagem) com a trés dias de exposi¢do; 7 B.glabrata (albina)

com sete dias de exposicao; Cp- Controlo positivo, Cn- Controlo negativo.
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4.4. Validacao da sensibilidade da técnica

Para a validagdo da sensibilidade destas técnicas, as amostras de ADN dos moluscos expostos a
um miracidio e em diferentes periodos de tempo (um dia, trés e sete dias apos exposi¢ao), foram

utilizadas com diferentes concentragdes.

Apos a amplificacao das reacgdes de diluigcdes, observou-se a presenca de fragmentos de
ADN com aproximadamente 720pb nas amostras expostas a trés dias (Figura 17- pogo 6 a 9) e sete
dias (Figura 17- poco 11 a 14), para as seguintes concentragcdoes 1:10; 1:30; 1:50 e 1:100,
respectivamente. O ADN gendémico de S. mansoni com um dia apos exposi¢ao nao foi amplificado

(Figura 17- pogo 1 a 5).

9 10 11 12 13 14 Cp Cn

~720 pb

Figura 17: Amostras de B. glabrata, submetidas a diluigdes (1:10; 1:30, 1:50 e 1:100
respectivamente). M- marcador de peso molecular; 1 a 5- amostras com um dia de exposi¢do; 6 a 9-
amostras com trés dias de exposicao; 10- amostra de B. glabrata infectada; 11 a 14- amostras com

sete dias de exposicao; Cp- Controlo positivo, Cn- Controlo negativo.
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Discussao e Conclusdo

5- Discussao e Conclusoes

5.1. Discussao

A PCR ¢ uma técnica de amplificagdo extremamente sensivel e especifica capaz de detectar
um unico fragmento de ADN numa amostra, desde que pelo menos um dos extremos da sequéncia a
ser amplificada seja conhecida e que o fragmento esteja presente na amostra a amplificar. A
deteccdo de sequéncias especificas de ADN por PCR tem confirmado ser de extrema importancia
para a analise genética e diagnostico de varias doengas infecciosas (ABATH et al., 2006).
Técnicas convencionais utilizadas na detecg¢do de infeccdes dos moluscos sdo simples mas
consomem muito tempo (Melo et al, 2006). Para além disso, as técnicas convencionais nao
detectam a infec¢cdo dos moluscos no periodo pré-patente, e ndo distingui a infec¢do por S. mansoni

de outros treméatodes (Barbosa e Silva, 1992; Favre et al, 1995; Melo et al, 2006).

O presente estudo teve como objectivo desenvolver uma técnica molecular sensivel e
especifica na detec¢ao do S. mansoni em B. glabrata (estirpe albina e selvagem) em diferentes
etapas do periodo pré-patente. As duas estripes de B. glabrata foram analisados individualmente,

permitindo assim, avaliar a especificidade deste método.

Alguns autores, em estudos anteriores analisaram os moluscos em lotes, diminuindo o
tempo e os custos necessarios para o diagnostico, permitindo deste modo que amostragem analisada

fosse maior (Hamburger, 1998; Melo ef al, 2006).

Nos ultimos anos, varias abordagens moleculares tém vindo a ser desenvolvidas no ambito
do diagnostico molecular da schistosomose. Para a identificagdo de moluscos infectados, Jannotti-
Passos et al (1997) usaram a amplificacio por PCR de repeticdes de mini-satelites do ADN

mitocondrial de S. mansoni como alvo para a técnica de PCR Multiplex.
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Outros estudos, utilizaram como alvo a regido 18S do ADN ribossomal do S. mansoni em
Nested PCR para o estudo de B. alexandrina (Hanelt et al, 1997). Em 1998, Hamburger et al
desenvolveram uma reac¢do de PCR tendo como alvo, sequéncias altamente repetitivas in tendem
do genoma do S. mansoni para identificar infec¢des pré-patentes (menos de 30 dias de infeccdo,

periodo em que o molusco apesar de infectado, ndo liberta cercarias) em B.glabrata.

No estudo aqui apresentado e tendo por base o trabalho desenvolvido por Melo ef al, (2006),
dois pares de oligonucleotidos utilizados foram baseados em zonas altamente conservadas do S.
mansoni, obtido através do alinhamento das sua sequéncias, no caso dos oligonucle6tidos Unvrel6
e SeQ 24 (especificos para S. mansoni) e de um outro conjunto de varias sequéncias para diferente

espécies de outros trematodes (SEQ 25 e SEQ 26).

Os resultados obtidos mostraram que os dois pares de oligonucle6tidos (um externo e outro
interno) foram bastante especificos na deteccdo do ADN de S. mansoni em moluscos expostos a
diferentes doses de miracidios e em diferentes etapas do periodo pré-patente, refor¢ando os

resultados obtidos por outros autores (Hamburger et al, 1998 e Melo et al, 2006).

Tudo indica que as amplificagdes observadas parecem resultar de uma selec¢do de sitios

polimorficos das regides do gene ITS do ADN ribossomal do S. mansoni (Hamburger et al, 1998).

Quanto a sensibilidade desta técnica podemos observar o seu elevado grau, quanto foi
efectuado numa mistura de ADN de moluscos ndo exposto e exposto a um miracidio do S. mansoni
em diferentes etapas do periodo pré-patente, e a diferentes diluigdes. Das amostras em estudos
apenas nao foi possivel observar qualquer tipo de reaccao de amplificagdo de ADN nas amostras
sujeitas a uma baixa dilui¢do (1/10). Este resultado pode estar associado com a degradagao das
moléculas de ADN durante a extraccao ou qualquer outro processamento ou ainda pela presenca na
propria amostra de ADN de substancias que reduzem ou até mesmo impedem por completo a

correcta amplificacdo da regido alvo (Radstrom et al., 2004 e Hanelt, et al, 1997).
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Estes factores podem ser considerado importante para o periodo de monitorizagdo em que a
prevaléncia da infecgdo no molusco ¢ muito baixa e onde apenas um pequeno numero de moluscos
infectados podem ser encontrados entre um enorme conjunto de moluscos nao infectados,
principalmente em zonas em que ha possibilidade do surgimento de schistosomose. Podemos dizer
que as técnicas aqui descritas sdo sensiveis e especificas e poderao ser usadas na detec¢do do ADN

do S.mansoni em misturas de moluscos nomeadamente em zonas endémicas.

5.2. Conclusoes

O presente trabalho procurava validar duas técnicas moleculares que poderdo ser utilizadas

como uma ferramenta 1til na identificagdo de poténcias hospedeiros intermediarios de S. mansoni.

Face aos resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que:

* A identificagdo do ADN de S. mansoni no molusco no periodo pré-patente € possivel com a
utilizagdo de técnicas moleculares como o NestedPCR.

= As técnicas utilizadas sdo altamente especificas e sensiveis na detec¢do do S. mansoni
independentemente, da dose de miracidios a que foi exposto o molusco e o seu periodi pré-
patente:

= Estas técnicas podem ser uma alternativa aos métodos convencionais para a identificacdo de

infecgdes recentes por Schistosoma mansoni em zonas endémicas.
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Anexos

Obtencao de isolados de Schistosoma mansoni segundo o protocolo da
UHMM/UPMM/IHMT, adaptado de Duvall, R.H.& Dewitt, W.B.,1967.

Material
v' Balio de vidro com &gua morna v Copos conicos 200ml com agua
(36°C) v Tesoura
v" Seringa de insulina 1 mL com agulha v' Trituradora
v' Seringa de 10ml com agulha v Funil e gaze
v" Liquido de perfusido Pentothal® de sddico (7,5g deNaCH3;COONa, 8,5g NaCl e 1000 mL

- = =

=

H,O destilada).

Solucao salina (1,75% NaCl)

Perfusao do figado
Inoculam- se os murganhos intraperitonealmente com 0.4 mL de solugdao de Pentothal® de
sodico;
Apo6s a morte do murganho, faz-se um corte transversal do abdoémen e puxa-se a pele para
cada extremidade;
Repete-se o procedimento para abrir a cavidade abdominal;
Remove-se o diafragma e parte a grelha costal anterior, com ajuda de uma tesoura;
Lavam-se as visceras do murganho em agua tépida para remover as impurezas:
Levanta-se o figado, e com o bisel da agulha faz-se um corte na veia porta;
ApO6s o desvio do pulmao direito para o lado esquerdo, introduz-se a agulha na artéria aorta
toracica e injecta-se cerca de 10 mL de liquido de perfusao;
Lavam-se novamente as visceras, para assegurar que nao se perdem os parasitas;

Por fim faz-se a dissec¢ao do figado, para recuperar os parasitas que ficaram retidos.
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Recolha dos ovos

Triturar o figado do murganho com uma varinha magica em solucao salina, para destruir aos
tecidos hepaticos e se dar a libertagdo dos ovos;

Filtra-se a suspensdo com duas espessuras de gaze e deixa-se repousar durante 20 minutos a
4°C;

Fazem-se varias lavagens com solucao salina, por aspiracao/sedimentagao;

Quando a solugdo ficar suficiente limpa, decanta-se a suspensdo, guardando o sedimento;
Filtra-se novamente a suspensdo com duas camadas de gaze, adiciona-se igual volume de
agua morna e expde-se a luz artificial. Ao atingir certas condigdes de temperatura,

salinidade e luminosidade, os miracidios eclodem dos ovos.
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