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Resumo

Pepe, Michele Soares. Identificacdo de populacdes de Biomphalaria
(Gastropoda:Planorbidae) na regido sul do Rio Grande do Sul, Brasil.
2006. 80f. Dissertacédo (Mestrado em Parasitologia) — Instituto de Biologia.

Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A esquistossomose mansénica € uma doenga condicionada a presenca de
moluscos, do género Biomphalaria (Preston, 1910), de habitos aquaticos
suscetiveis ao Schistosoma mansoni (Sambon, 1907). O conhecimento sobre a
distribuicdo geografica das espécies de Biomphalaria € importante para o
controle e vigilancia epidemiologica da esquistossomose. A expansdo dessa
parasitose para a regido sul do pais foi evidenciada pela ocorréncia de
moluscos vetores, com destaque para B. glabrata (Say, 1818), bem como
presenca de portadores desse trematddeo, ja que as condigdes ambientais sao
plenamente atendidas para desenvolvimento completo de seu ciclo biolégico. O
objetivo deste trabalho foi caracterizar as espécies de Biomphalaria na regido
sul do Rio Grande do Sul. Durante o ano de 2005 foram realizadas coletas de
moluscos em 15 localidades de 12 municipios do Estado, sendo essas
populacdes mantidas em condicdes de laboratério e analisadas as
caracteristicas dos habitats. A identificacdo morfolégica dos moluscos foi
realizada através de caracteristicas das conchas e do tubo renal e anatomia
dos ¢6rgaos reprodutivos. Complementar a isso foi realizada a identificagcéo
molecular através do PCR-RFLP com amplificacdo das regides ITS, que
incluem o gene da subunidade 5.8S do rDNA e os espacgos transcritos ITS1 e
ITS2. Foi testada a suscetibilidade de duas populacdes potencialmente vetoras
de S. mansoni com a cepa LE. Foram identificadas sete populagdes de B.
tenagophila guaibensis (Paraense, 1984), cinco de B. peregrina (Orbigny,
1835) e trés de B. oligoza (Paraense, 1975) no diagnodstico morfolégico e no
molecular. Dentre todas as populagbes mantidas em laboratério, quatro
populagdes de B. tenagophila guaibensis e todas as populagdes de B.
peregrina reproduziram em laboratério, produzindo a geracdo F1. Duas
populagbes de B. peregrina (Dom Pedrito e Rio Grande) infectadas
experimentalmente apresentaram-se resistentes a infeccdo por S. mansoni. O

diagndstico especifico por técnicas moleculares mostrou-se eficiente quando



comparado com o resultado morfolégico, portanto uma ferramenta util em
estudos epidemiolégicos desses moluscos. E necessaria a continuidade nas
pesquisas malacolégicas e epidemiolégicas de diferentes populagbes de
Biomphalaria spp. representativas de todo Estado, pois o conhecimento sobre
as caracteristicas destas populagdes permitira tragar estratégias para evitar o

estabelecimento e expansao da esquistossomose no Rio Grande do Sul.

Palavras-chave: esquistossomose, Biomphalaria, métodos morfoldgicos e
moleculares, suscetibilidade.



Abstract

Pepe, Michele Soares. Identification of Biomphalaria (Gastropoda
Planorbidae) population in Southern of Rio Grande do Sul State, Brazil.
2006. 80p. Dissertation (Master Degree in Parasitology) — Biology Institute,
Federal University of Pelotas, Pelotas.

Mansonic schistosomiasis is a disease related to the presence of the snail,
belonging to the genus Biomphalaria (Preston, 1910), which presents aquatic
habit susceptible to the Schistosoma mansoni (Sambon, 1907). The knowledge
about the geographic distribution of the Biomphalaria species is important to the
control and epidemiological monitoring of the schistosomiasis. The expansion of
this parasitosis to the Southern region of Brazil was evidenced by the
occurrence of the vector snail, especially B. glabrata (Say, 1818), the presence
of the host of this trematod, as well as the environmental conditions which
provide the settings to the development of the complete biological cycle. The
aim of this work was characterize Biomphalaria species in the Southern of Rio
Grande do Sul state, Brazil. The snails were collected during the year 2005,
from 15 places of 12 municipalities of the state, these populations were
maintained in laboratory conditions and the habitat characteristics analyzed.
The morphological identification of the snails was realized trough the shelves
characteristics, renal rid and reproductive organs anatomy. To complement this
analyzes a molecular identification was carried out trough the PCR-RFLP with
amplification of the ITS regions, which includes the gene of subunit 5.8S of the
rDNA and the transcriptions spaces ITS1 and ITS2. The susceptibility of two
populations potentially vectors were tested using the LE strain. Seven
populations of B. tenagophila guaibensis (Paraense, 1984), five of B. peregrine
(Orbigny, 1835) and three of B. oligoza (Paraense, 1975) were identified in the
morphological and molecular diagnosis. Amongst the populations maintained in
laboratory, four populations of B. tenagophila guaibensis and all populations of
B. peregrina reproduced in these conditions, producing the F1 generation. Two
populations of B. peregrina (from Dom Pedrito and Rio Grande counties) were
experimentally infected and showing resistance to the infection by S. mansoni.
The specific diagnosis performed by molecular techniques presents more
efficiency when compared to the morphological diagnosis, became an important

tool in epidemiological studies of this snail. The continuing of the malacology



and epidemiological research in different populations of Biomphalaria spp.,
which represents all the state is necessary, the knowledge of the characteristics
of these populations permit to trace strategies to avoid the establishment and

expansion of the schistosomiasis in Rio Grande do Sul state.

Key words: Schistosomiasis, Biomphalaria, Morphological and molecular
methods, Susceptibility.
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1. Introducéo

Moluscos de agua doce do género Biomphalaria (Preston, 1910) séo
hospedeiros intermediarios do trematddeo Schistosoma mansoni (Sambon,
1907). Este parasito tem como hospedeiro definitivo o homem, causando a
doenca conhecida como esquistossomose. No mundo estima-se que
aproximadamente 200 milhdes de pessoas estejam infectadas e 600 milhdes
vivem em dreas de risco. E endémica em varios paises das Américas e Asia
(OMS, 2005). No Brasil a area endémica extende-se por 19 estados com 7
milhdes de individuos infectados e 70 milhdes expostos ao risco (Katz &
Peixoto, 2000).

Dentre as espécies de Biomphalaria que ocorrem no Brasil sdo vetores
dessa parasitose B. glabrata (Say, 1818), B. tenagophila (Orbygny, 1835) e B.
straminae (Dunker, 1848). Biomphalaria peregrina (Orbigny, 1835) e B.
amazobnica (Paraense, 1966) foram infectadas experimentalmente em
laboratério, sendo consideradas hospedeiras em potencial de S. mansoni.

A presenca de diferentes espécies desse molusco pode ser vista como o
principal fator para disseminacdo e manutencdo da doenga. Em areas
endémicas grandes concentragdes desses moluscos, aliadas a outros fatores
de risco, favorecem a existéncia de localidades com altas prevaléncias da
esquistossomose. Sua ampla distribuicdo confere a esquistossomose carater
expansivo até mesmo para areas indenes.

A presenga de S. mansoni no Estado esta associada a descricdo do
primeiro foco de B. glabrata, tendo este sido encontrado em uma estagédo de
piscicultura, localizada na cidade Esteio (Teixeira et al., 1999). Isso demonstra

que a presenga de moluscos vetores na regiao sul, associado a migragao de
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portadores de esquistossomose, sdo os fatores determinantes para a
disseminagao dessa helmintose.

A correta identificacdo dos moluscos do género Biomphalaria € de suma
importancia para os estudos da esquistossomose. A alta variabilidade
morfolégica e genética, o tamanho reduzido de alguns espécimes e a
similaridade interespecifica dificulta a identificacdo correta das espécies de
Biomphalaria. Estudos moleculares s&o utilizados como ferramenta adicional a
identificacdo morfolodgica. Protocolos ja estabelecidos, principalmente
associados a técnica de PCR e suas variagbes, permitem distinguir as
diferentes espécies, através de perfis especificos e distintos (Caldeira et al.,
1998; Vidigal et al., 2000b)

A esquistossomose, como na maioria das doencas tropicais, transcende
a compreensao de sua causa biologica e requer o entendimento das causas
sociais, econOmicas, culturais e comportamentais envolvidas. Assim, o seu
controle demanda medidas integradas, que incluem diagnostico, tratamento,
controle de vetores, saneamento, mas, sobretudo, envolvimento e participacao
da populagdo no processo, o que pode ser alcangado através de programa de
Educacao em Saude.

A manutencdo de conhecimentos permanentemente atualizados sobre a
distribuicdo geografica das espécies dos moluscos transmissores de
Schistosoma mansoni é fundamental para a preservacdo da eficiéncia dos
programas de controle e vigilancia epidemioldgica da esquistossomose.

Devido a caréncia de informacbes atuais sobre a diversidade
planorbidica do Sul do Rio Grande do Sul e a identificagdo recente de um foco
de S. mansoni no estado, faz-se necessario a realizagdo de um novo
levantamento  malacoldgico, visando conhecer e compreender as

caracteristicas das espécies de Biomphalaria desta regiao.



2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

e Caracterizar as espécies de Biomphalaria presentes na regido Sul do
Rio Grande do Sul

2.2 Objetivos especificos

e Identificar as diferentes populacbes do género Biomphalaria de 15
municipios da regiao Sul do Rio Grande do Sul;

e Comparar as técnicas de identificagdo morfolégica e molecular em
exemplares de diferentes populagoes;

e Obter a geragédo F1 de populagdes provenientes do campo.

o Verificar a suscetibilidade das espécies potencialmente transmissoras de

Schistosoma mansoni.



3. Revisao de Literatura

3.1. Género Biomphalaria

Os moluscos constituem um filo distinto e particular, sem estreita
semelhanga ou afinidade filogenética com qualquer outro grupo. Os membros
deste filo sdo bem sucedidos no processo evolutivo, permitindo uma grande
variabilidade de formas, radiando-se numa diversidade morfolégica tdo ampla
que permitiu adaptacao a diferentes ecossistemas (Ruppert e Barnes, 1993).

Na parasitologia médica e veterinaria tem importancia os moluscos
gastrépodes, sendo incluidos nas subclasses Prosobranchia e Pulmonata, com
representantes de diversas ordens e familias. Os moluscos pulmonados sao
normalmente de agua doce ou terrestres, com concha espiralada, que pode ser
reduzida, interna ou ausente, possuem saco pulmonar de abertura contratil,
sdo hermafroditas e oviparos (Souza & Lima, 1997).

Os moluscos Biomphalaria pertencem ao Filo Mollusca, Classe
Gastropoda, Subclasse Pulmonata, Ordem Basommatophora e Familia
Planorbidae. O nome do género tem origem do latim e refere-se a Bis (duas
vezes) e omphalos (umbigo), devido ao aprofundamento do giro central em
ambos os lados da concha (Paraense, 1975). A sinonimia no Brasil é
Planorbina Haldeman, 1843, Armigerus Clessin, 1884, Thaphius H.A. & Adams,
1855, Tropicorbis Brow & Pilsbry, 1914, Australorbis Pilsbry, 1934 (Souza &
Lima, 1997)
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Biomphalaria spp. apresenta concha planispiral, didmetro que varia de 7
a 40 mm e a largura cerca de 2 a 15 mm, giros delimitados por suturas que
alargam-se gradativamente do centro até a abertura da concha (Paraense,
1972). Os lados da concha podem ser céncavos, planos ou levemente
convexos, com giros que podem ser angulados, formando carena; a cor natural
da concha (dependente do peridstraco) € amarelo-palha, sendo variavel de
acordo com as condicbes do ambiente em que vive, especificamente
relacionada as substancias corantes dissolvidas na agua ou na lama dos
criadouros (Paraense, 1975).

O corpo do molusco é quase todo revestido pela concha, que Ihe serve
de esqueleto e protegdo. A massa visceral esta envolvida pelo manto (Fig. 1),
membrana fibrosa delgada, pigmentada pela melanina e cujo revestimento
epitelial externo estd em contato permanente com a superficie interna da
concha, sendo a parede da cavidade onde se aloja a massa visceral
(Paraense, 1972). A parte mole encontra-se presa a concha através do
musculo columelar; na superficie ventral da cabeca localiza-se a boca,
contornada pela mandibula quitinosa em forma de T; a radula, faixa quitinosa
linguiforme e denteada, é retangular com dente central bicuspide e dentes
laterais tricuspides (Paraense, 1975). No manto encontra-se a porc¢ao tubular
do rim, chamado tubo renal, que se localiza entre as veias renal e pulmonar,
tendo formato de “J” na sua extremidade distal (Paraense, 1975).

Na massa cefalopodal (lado esquerdo) encontram-se a abertura anal e
proximamente as genitais masculina e feminina, pois sdo hermafroditas,
apresentando ovoteste. Os 6rgaos femininos sao glandula do albumen, oviduto,
glandula nidamental, utero, vagina e espermateca e pode apresentar bolsa da
vagina; ja o sistema masculino e” formado de espermiduto, préstata, canal
deferente e complexo peniano (prepucio e bainha do pénis) (Fig. 2) (Paraense,
1972).
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Figura 1- Biomphalaria sem a concha,vista pelo lado esquerdo.
Fonte: Paraense & Deslandes (1955).
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Figura 2 - Vista lateral dos 6rgaos de Biomphalaria glabrata com o manto e o
saco bucal dissecados. Legenda e apresentacao das figuras modificada a partir
dos originais.

Fonte: Paraense & Deslandes (1955).
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No ambiente, a sobrevivéncia dos planorbideos € normalmente de um
ano, sendo sua persisténcia no ambiente relacionada ao ritmo da reprodugéo,
que depende de fatores ecoldgicos inerentes, que estdo ligados a postura,
fecundidade e viabilidade dos ovos (Caldeira, 1999).

Em relacdo a reproducdo, os planorbideos reproduzem-se
preferencialmente por fecundagcado cruzada, mas também sio capazes de se
reproduzir por autofecundacdo; os ovos sdo postos individualmente e
envolvidos por uma capsula gelatinosa e transparente, garantindo sua
aderéncia a um substrato, que pode ser folhas de plantas aquaticas, ou
qualquer outra superficie sélida flutuante ou submersa (Souza & Lima, 1997).

No Brasil, sdo conhecidas as seguintes espécies: B. glabrata (Say,
1818), B. tenagophila (Orbigny, 1835), B. straminea (Dunker, 1948), B.
peregrina (Orbigny, 1835), B. schrammi (Crosse, 1864), B. kuhniana (Clessin,
1883), B. intermedia (Paraense & Deslandes, 1962), B. amazonica (Paraense,
1966), B. oligoza (Paraense, 1975), B. occidentalis (Paraense, 1981) e B.t.
guaibensis (Paraense, 1984). No Rio Grande do Sul s&o registradas B.
tenagophila (Paranese, 1959), B. straminea (Cunha Neto, 1972), B. oligoza
(Paraense, 1974), B. peregrina (Paraense, 1966), B. tenagophila guaibensis
(Paraense, 1984), B. glabrata (Carvalho et al., 1998).

Biomphalaria peregrina apresenta concha com diametro variando entre
3,5 a 16,5mm, com cinco a seis giros arredondados, com concavidade de
profundidade variavel (Paraense, 1966). Em relacdo a morfologia interna a
superficie ventral do tubo renal apresenta-se lisa e sem crista; bainha do pénis
varia de um pouco mais curta a um pouco mais longa que o prepucio e a
por¢cao media possui didmetro muito maior que o da porgdo mais larga do canal
deferente; parede do pénis com duas camadas musculares (interna longitudinal
e externa obliqua); parede vaginal expandida em bolsa, diverticulos prostaticos
anteriores recobrem a parte apical do corpo da espermateca (Paraense, 1966).
Apesar de ser observado muita variagao entre os individuos, considera-se essa
espécie como polimorfica, sendo essas diferengas atribuidas a variagéo
intraespecifica (Paraense, 1966). A elevada variabilidade morfolégica e
genética intraespecifica de B. peregrina pode ser atribuida a sua larga

distribuicado e disperséo na regiao neotropical (Spatz et al., 2000).
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Biomphalaria oligoza possui concha com até 11mm de didmetro, 3mm
de largura e cinco giros arredondados, crescendo lentamente em diametro,
periferia arredondada (Paraense, 1974). Na anatomia interna destaca-se a
ocorréncia de poucos diverticulos prostaticos (0 a 7), por¢ado média da bainha
do pénis de didmetro igual ou maior que a por¢ao mais larga do canal
deferente, vagina com bolsa discreta (Paraense, 1974).

Biomphalaria tenagophila guaibensis apresenta concha com até 18,5
mm de didmetro, 7,5 mm de largura e 6 giros. Internamente apresenta parede
vaginal expandida em bolsa, prepucio mais largo e muito mais longo que a
bainha do pénis, canal deferente delgado e muito longo (Paraense, 1984).
Observa-se grande similaridade morfolégica com B. tenagophila tenagophila,
principalmente em relagdo a concha e 6rgados do sistema genital, exceto a
anatomia do complexo peniano, sendo essa caracteristica essencial para
diferenciagao das subespécies (Paraense, 1984).

E possivel observar uma grande semelhanca de B. tenagophila
guaibensis com B. occidentalis, mas se distingue facilmente pela presenca de
bolsa vaginal, que falta em B. occidentalis, além de apresentar diferengas na
proporgao entre bainha do pénis e prepucio, sendo a diferenga de comprimento
bem menos evidente que em B. tenagophila guaibensis (Paraense, 1984).

No Brasil as espécies hospedeiras intermediarias naturais de S. mansoni
sdo B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea; ja B. peregrina e B. amazonica,
sao consideradas hospedeiras em potencial deste parasito, visto que algumas
populagcdes destas espécies foram infectadas experimentalmente em

laboratorio (Paraense & Corréa 1973; Corréa & Paraense 1971).

3.2. Esquitossomose mansdnica

A esquistossomose € uma parasitose causada pelo trematodeo
Schistosoma sp., que tem como principiais agentes etiolégicos, para o homem,
as espécies S. mansoni, S. haematobium (Sambon, 1907) e S. japoniucum
(Katsurada, 1904), sendo endémica em paises da América do Sul, Caribe,

Africa e da regido oriental do Mediterraneo (OMS, 2005).
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Segundo a Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) a esquistossomose
apresenta a segunda maior prevaléncia entre as doengas tropicais, em que
estimada em 200 milhdes de pessoas portadoras dessa enfermidade, com taxa
de mortalidade e de incapacidade crbnica altissimas, em torno de 20 milhdes
de pacientes crénicos e 200.000 o6bitos em 2003, valores possivelmente
subestimados, pois sintomas relacionados a esquistossomose, como anemia e
baixa taxa de crescimento, ndo podem ser reconhecidos como efeitos da
doenca (OMS, 2005).

Para a estimativa segura da prevaléncia da esquistossomose, necessita-
se de levantamentos parasitoldgicos feitos com amostragem adequada em
nivel nacional, levando em consideracdo que a prevaléncia da parasitose nao
apresenta distribuigdo regular (Katz & Peixoto, 2000). Estima-se que no Brasil
haja em torno de 7 milhdes de portadores de esquistossomose e 70 milhdes de
individuos expostos ao risco de contrair a doenga (Katz & Peixoto, 2000)

A gravidade que assume a doenga em muitos casos e o déficit organico
provocado faz da esquistossomose um dos mais graves problemas de saude
publica, no ambito mundial, e uma situacédo dispendiosa para populacboes de
areas endémicas (Katz, 1999).

Para que os elos da cadeia epidemiolégica da esquistossomose se
juntem e ocorra a transmissdo € necessario que 0 meio ambiente seja
favoravel e que o homem contribua decisivamente. Outro fator determinante é
a presencga de hospedeiros intermediarios em todo territério nacional. No Brasil,
essas condi¢cdes sao atendidas plenamente e por isso a doencga é tao difundida
no pais (Amaral & Porto, 1994).

No Brasil a contaminacdo da &agua pelo S. mansoni, ocorre com
facilidade devido a insuficiente cobertura do sistema de esgotamento sanitario
e abastecimento de agua encanada na maioria dos estados. Convivendo com
essas condi¢cdes de caréncia extrema de servigos publicos, indispensaveis para
um padrédo normal de vida saudavel, o homem, na maioria das vezes,
desconhece devido ao seu despreparo em termos de educacgao sanitaria, que
os proprios habitos podem contribuir decisivamente para |Ihe causar a
esquistossomose. A falta de conscientizagcdo da populacdo a respeito da
doenga ¢é traduzida pelos altos indices de analfabetismo registrados nas

regides endémicas (Amaral & Porto, 1994).
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O controle da esquistossomose deve ser considerado sob dois aspectos,
ou seja, o da morbidade e o da transmissao. Para o controle da morbidade, que
visa diminuir o aparecimento de casos da forma grave (hepatoesplénica), o
diagndstico e o tratamento sdo suficientes, sendo que desde a década de
1980, estdo disponiveis duas drogas eficientes, com baixa toxicidade e boa
tolerancia, administradas em dose unica por via oral (Katz, 1999). Ja para o
controle da transmissdo, ideal por visar interromper o ciclo evolutivo do
parasito, apenas o tratamento das populacdes infectadas ¢é insuficiente, sendo
necessarias obras de engenharia sanitaria, possibilitando o aporte adequado
de agua para as casas e a adequada eliminagao dos dejetos, impedindo que os
mesmos contaminem os recursos hidricos, além de obras que modifiquem o
meio ambiente (Katz, 1999).

Outra medida importante € a educacgao para saude, fazendo com que as
populagdes residentes em zonas endémicas nao apenas tenham consciéncia
do problema, mas que modifiquem o seu comportamento (Katz & Peixoto,
2000).

Conhecer a fauna planorbidica de cada localidade é essencial para
combater a esquistossomose, uma vez que o ciclo do trematédeo s6 se
completa na presenga do hospedeiro intermediario, sendo necessario a
realizacdo de novos levantamentos malacolégicos € o monitoramento de

criadouros ja sabidos como fontes de transmiss&o dessa doencga (Teles, 2005).

3.3. Levantamentos epidemiologicos

A relacdo antiga Schistosoma-homem atingiu um nivel de desequilibrio tdo
favoravel ao parasito ja que o homem proporciona aos parasitos adultos
protecao fisica e nutrientes suficientes para que sobrevivam por até mais de
vinte anos, inclusive produzindo ovos. Ao langar os ovos de Schistosoma no
meio ambiente, o homem favorece a perpetuagcdao e disseminacdo deste
trematédeo (Amaral & Porto, 1994).

As correntes migratérias que se processam, na maioria das vezes de
maneira cadtica, sem os devidos cuidados sanitarios, promovem a dispersao
das populacdes humanas fazendo com que os portadores da esquistossomose

disseminem a doenga (Amaral & Porto, 1994; Paraense & Corréa, 1987).
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Como os portadores da esquistossomose sd0 na maioria assintomaticos,
principalmente aqueles que se dispde a migrar, fica dificil detectar os focos
novos na sua fase inicial, por que mesmo os casos detectados na rede
permanente de saude, através dos exames de fezes de rotina, ndo sao
notificados. Outro fator que tem favorecido a expansédo da doenga € que por
falta de recursos, principalmente humanos, o Programa de Controle da
Esquistossomose ndo tem combatido a doenga em toda extensdo da area
endémica, nem tem exercido vigilancia epidemiolégica em todas as areas
vulneraveis do pais (Amaral & Porto, 1994; Teles, 2005).

Associado a isso a ampliagdo dos criatérios de qualquer uma dessas
espécies de Biomphalaria implica em um aumento do potencial endémico da
esquistossomose, exigindo um acompanhamento constante (Silveira et al.,
1997).

Segundo Teles (1996) encontra-se maior abundancia destes moluscos
em meios Iéticos, como valas, corregos, ribeirdes e rios, quando comparado a
ambientes |énticos como agudes, represas, lagoas, aquarios domeésticos e
tanques de culturas. Quanto a vegetacado, esta se constitui fator importante,
nao s6 na alimentacdo do género Biomphalaria, como serve também como
substrato para as capsulas oviferas (Coimbra Jr. & Santos, 1986). Dentre os
ambientes loticos, os locais mais proficuos sao trechos remansos, como brejos,
praias e outras reentrancias, abrigadas e sombreadas por vegetacdo
emergente, portanto, do entornos das margens, com fortes indicios de poluigéo
organica, da freqiéncia do homem, com instalagdes de moradia ou lazer, ou da
proximidade de nucleos urbanos (Teles, 1996).

No estado de Rondoénia foi realizado levantamento malacologico em 1986,
abrangendo 11 municipios e 162 ecossistemas limnicos, sendo que 48%
destes habitats apresentaram-se positivos para pelo menos uma espécie de
planorbideo. Dentre as espécies de Biomphalaria foram encontradas B.
amazonica, B. occidentalis, além de duas populagbes de Biomphalaria em que
nao foi possivel definir a espécie (Coimbra Jr. & Santos, 1986).

Gazin et al. (2000) verificaram a presencga de B. straminea em um agude
do Sertdo de Pernambuco, mesmo o Sertdo n&do sendo uma area endémica ou
focal para esquistossomose, demonstrando que as condi¢des da agua sao

favoraveis para o desenvolvimento desta espécie, o que pode permitir a
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introducdo da doenca no semi-arido, diante da crescente multiplicacido de
barragens.

No Campus de Manguinhos, Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, foi
realizado um levantamento da malacofauna limnica, tendo sido registrada a
presenca de B. glabrata e B. straminea, destacando o desaparecimento de B.
tenagophila, registrada em levantamento anterior e a introducido de B.
straminea neste ambiente (Fernandez et al., 2001).

Também no Estado do Rio de Janeiro foi realizado um levantamento
malacolégico na Mesoregiao das Baixadas, tendo sido registrada a ocorréncia
de B. tenagophila, B. straminea e B. schramni (Thiengo et al., 2002). Em
continuidade a avaliagdo da malacofauna das mesoregides do Rio de Janeiro,
Thiengo et al. (2004) investigou a mesoregido do Norte Fluminense, tendo
observado apenas a ocorréncia de B. tenagophila.

Em Uberlandia, MG, foi realizada avaliacdo da ocorréncia de moluscos
planorbideos na estagdo de piscicultura do IBAMA, em que foi observada a
presenca de B. straminea em 39,5% dos tanques de criacdo. Mesmo nao
havendo nenhum molusco infectado por S. mansoni, cabe salientar
suscetibilidade desta espécie ao trematdédeo, bem como importancia de peixes
e plantas na dispersao de moluscos (Silveira et al.., 1997).

No estado de Sao Paulo, foi realizado um estudo retrospectivo de 20 anos
de coletas de moluscos visando conhecer a distribuicdo das espécies de
Biomphalaria. Foram examinados mais de 100 mil individuos, sendo relatadas
as seguintes espécies: B. glabrata, B. tenagophila, B. straminea, B. peregrina,
B. schrammi, B. intermedia, B. oligoza, e B. occidentalis. As coletas das trés
primeiras espécies foram mais produtivas em ambientes |énticos (Teles, 2005).

A presenca de B. tenagophila e B. straminea por grandes amplitudes
geograficas no Estado de S&o Paulo caracteriza a boa plasticidade e
capacidade adaptativa dessas espécies, em que pesem as inevitaveis
diferencas de certos parametros ambientais, como pH, turbidez, dureza, entre
outros, que tradicionalmente constituem fatores limitantes da dispersao e
proliferacdo desse género dos organismos aquaticos (Teles, 2005).

Para o estado do Rio Grande do Sul, as espécies de Biomphalaria ja

relatadas sdo B. tenagophila (Paranese, 1959), B. straminea (Cunha Neto,
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1972), B. oligoza (Paraense, 1974), B. peregrina (Paraense, 1966), B.
tenagophila guaibensis (Paraense, 1984), B. glabrata (Carvalho et al., 1998).

Para Biomphalaria oligoza, Paraense (1974) cita a ocorréncia nos estados
de Mato Grosso, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, sendo neste
estado as cidades de Filipson, Gravatai, Guaiba, Lagoa Vermelha, Mariana
Pimentel, Morro Reuter, Nova Petropolis, Porto Alegre, Santo Antonio, Seival,
Tramandai, Tupancireta e Viamao.

Paraense (1966) mostra que B. peregrina foi encontrada nos estados de
Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Minas
Gerais, Mato Grosso, Goias e Distrito Federal. Esse autor relatou a espécie em
48 municipios no Rio Grande do Sul, representando as diferentes regides do
estado. Ja Froes & Lima (1975) relataram B. peregrina em 17 municipios
diferentes, sendo estes referentes a regido central do estado.

Populagdes de B. tenagophila guaibensis foram citadas para Guaiba, Porto
Alegre, Tapes, Pelotas, Capao do Leao, Rio Grande, Arroio Grande, Jaguarao,
além de duas localidades uruguaias: Arroyo Salsipuedes Grande e Mercedes
(Paraense, 1984).

Frées & Lima (1975) realizaram um levantamento malacolégico em 49
municipios do Rio Grande do Sul, representantes da maioria das regides
fisiograficas do estado (litoral, depress&o central, encosta do sudeste, serra do
sudeste, planalto médio, alto Uruguai, campos de cima da Serra, encosta
superior do nordeste e encosta inferior do nordeste), dentre as espécies de
Biomphalaria foram identificados como B. tenagophila, B. peregrina, B. oligoza
e B.straminea.

O primeiro caso autéctone de esquistossomose no Rio Grande do Sul foi
relatado por Louzada (1973) no municipio de Sdo Valentim, proximo a Erechim.
A portadora era uma menina de 9 anos, sendo os pais naturais de Medina, MG.
No municipio de Sao Valentim, na década de 1960, grande numero de
trabalhadores eram do centro e do nordeste do pais, de zonas notoriamente
endémicas da esquistossomose mansonica, com a finalidade de prestar
servigcos nas obras da barragem do rio Passo Fundo. A regidao ofereceu as
condigbes indispensaveis para que o miracidio do interior de ovos,
provavelmente de alguns trabalhadores que apresentavam a forma crénica ou

assintomatica da doenga, pudesse prosseguir em seu ciclo evolutivo. Segundo
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Louzada (1973) a promiscuidade com que viviam os moradores de Vila Alegre
(municipio de S&o Valentim), a presenca de planorbideos potencialmente
transmissores e a presenga de pessoas eliminadoras de ovos de S. mansoni
possibilitou o aparecimento de novos casos de esquistossomose.

O primeiro relato de B. glabrata no Rio Grande do Sul esta diretamente
ligado a alteracdo do ambiente natural provocada pelo homem, nesse caso, a
implantacdo de uma estagdo de piscicultura na cidade de Esteio, proximo ao
Banhado do Azeite. A populagdo de B. glabrata introduzida nesse ambiente
adaptou-se as condi¢des locais e permitiu a instalagdo e fechamento do ciclo
do S. mansoni nesta localidade, essencialmente pela presengca de moluscos
suscetiveis e de hospedeiros portadores deste trematddeo. A introducédo dessa
espécie no Rio Grande do sul esta diretamente associada ao transporte de
peixes de zonas endémicas da esquistossomose para localidades livres dessa
parasitose (Carvalho et al., 1998). Esta forma de dispersdo ja havia sido
relatada por Carvalho et al. (1987) com B. straminea em tanques da Estacao
de Piscicultura de Furnas (MG), sendo essa espécie ndo autéctone na area,
tendo sido provavelmente introduzidas com peixes originarios de outras
regides. Em alguns pontos os moluscos foram encontrados nos arredores, néo
restritos somente aos tanques de piscicultura, sendo possivelmente dispersos
pela agua excedente dos tanques. Nesses casos € fundamental investigar a
possibilidade da espécie ter sido transportada juntamente com a agua na qual
sdo trazidos exemplares de peixes, ou mesmo, pelos préprios peixes. Muito
embora nao se observe caramujos ou desovas nos recipientes utilizados para o
transporte de peixes, € necessario apenas dois meses, apds a introdu¢ao da
espécie, para um grande numero de caramujos povoarem intensamente um
tanque de piscicultura. Uma das medidas que podera ser preconizada € a
obrigatoriedade de quarentena para os peixes oriundos de zonas infestadas
por espécies de planorbideos hospedeiros intermediarios do S. mansoni
(Correa et al., 1970).

A gravidade do problema, quando envolve espécies vetoras e
potencialmente vetoras da esquistossomose, decorre nao apenas da
importacdo de novas espeécies como também de sua disseminagao para novas
localidades, gragas as Estagbes de Piscicultura e as particulares, como ja pode

ser observado no municipio de Esteio, em relagdo a identificagcdo de
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transmissao focal de S. mansoni no Rio Grande do Sul, proximo a uma estacao
de piscicultura, onde ja foram relatados casos autéctones da esquistossomose
(Teixeira et al., 1999). Deve ser acrescentado que esta disseminagdo pode
também ser feita através dos rios em cujas margens se localizam os tanques
de criagcéo de peixes (Correa et al., 1970). A dispersao de B. glabrata de Esteio
pelo Rio do Sinos e Lago Guaiba pode representar o estabelecimento definitivo
desse planorbideo no Rio Grande do Sul, necessitando a vigilancia e
identificacdo de novos focos de transmissédo ativa e a presenca de pessoas
infectadas com S. mansoni no Estado (Teixeira et al., 1999).

A influéncia da origem geografica na reproducao de diferentes populagoes
do género Biomphalaria, baseada na escolha do parceiro para o acasalamento,
foi avaliada por Rupp e Woolhouse (1999), sendo observado que os moluscos
acasalaram mais frequentemente com individuos simpatricos do que com
alopatricos, sugerindo que a tendéncia a evitar o cruzamento interespecifico
indique que as adaptagdes locais sdo mais vantajosas que a possibilidade de
variabilidade genética.

A estivacdo é um comportamento de certas espécies quando
submetidas a determinadas adversidades ambientais. Em relacdo aos
moluscos pulmonados, representa um mecanismo de protegdo contra o
secamento temporario dos habitats. Com a passagem para o estado de
dorméncia ou quiescéncia sem perda da vitalidade e, quando ocorre o retorno
de condi¢bes favoraveis, os individuos estivados sdo capazes de retornar as
atividades normais (Teles & Marques, 1989). Estudos sobre a resisténcia ao
ressecamento sao muito importantes, principalmente quando associados
levantamentos malacolégicos em programas de controle da esquistossomose,
pois se pode subestimar as avaliagdes densitarias e o potencial transmissor
dessas populagbes, bem como reduzir a eficacia de aplicagcbes de
moluscicidas. Teles & Marques (1989) avaliaram exemplares estivados
coletados em levantamentos malacoldgicos de trés localidades de S&o Paulo
(nos municipios de Ubatuba e Conchas), tendo sido observado que apds 24
horas, em média, todos exemplares exibiam vitalidade e alguns efetuavam
posturas. Segundo esses autores essa caracteristica etolégica permite que a
medida que as condigdes se tornam favoraveis ao repovoamento e a

permanéncia de portadores humanos da esquistossomose repde rapidamente
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os riscos de contato, bem como favorecer a ampla distribuicdo geografica as
especies dotadas dessa habilidade.

Kloos et al.. (2004) avaliaram a distribuicdo de B. glabrata em diferentes
habitats em area rural do Vale do Jequitinhonha (MG), tendo observado que as
maiores densidades de B. glabrata foram observadas em reservatério de agua
para irrigacao, mananciais, canais e pog¢os. A densidade de moluscos nos
diferentes habitats foi maior na estacdo quente e chuvosa significativamente,
associado a presencga de peixes, poluigao e densidade de vegetagéao.

Outro fator epidemiolégico importante na disseminagdo do S. mansoni,
dentro de areas endémicas, € o crescente turismo rural, onde ocorre uma
forma silenciosa e imperceptivel de transmissao deste parasito (Enk et al.,
2004).

3.4. Suscetibilidade de populacdes

A adaptagao parasito-hospedeiro intermediario em esquistossomose é um
problema epidemiolégico que merece atengdo, com isso outras espécies de
Biomphalaria, além das espécies ja conhecidos como vetores, tem sido
testadas para verificar a suscetibilidade ou ndo ao S. mansoni (Souza et al.
1988).

A suscetibilidade ao parasito tem forte componente genético, oferecendo
um potencial para investigacao das interagdes entre parasito e hospedeiro em
nivel molecular, talvez conduzindo a um novo caminho para o controle (Jones
et al., 1999).

A suscetibilidade de B. tenagophila, proveniente do Vale do Rio Paraiba
do Sul, foi investigada através da exposi¢ao dos moluscos a linhagem silvestre
(S) e linhagem humana (H) de S. mansoni. As B. tenagohila infectadas com
linhagem silvestre apresentaram menor indice de mortalidade, quando
comparadas a linhagem humana, e completou o desenvolvimento até a
liberagao de cercarias. No 70° dia apds a infecgao todos os moluscos expostos
a linhagem humana foram encontrados mortos, sendo essa populagdo uma
ineficiente hospedeira para a linhagem humana de S. mansoni (Bastos et al.,
1984).
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Fernandez (1997) usando B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea
expostas a miracidios simpatricos de S.mansoni com 1, 2 e 3 meses de idade,
pode observar um declinio de suscetibilidade em B. glabrata e um aumento de
B. tenagophila em relacéo a idade, ja em B. straminea n&o houve diferenca
significativa do indice de infecgéao.

Fernandez & Pieri (2001) avaliaram a infeccdo de S. mansoni em B.
straminea nos quatro primeiros meses de vida e observaram que a
suscetibilidade para S. mansoni varia com a idade do molusco a exposicao,
sendo o indice de infeccdo mais alto em moluscos imaturos do que em
maduros. Essa alta suscetibilidade em moluscos jovens pode estar associada a
imaturidade do sistema imune (Dikkeboom et al., 1985), mas varia de acordo
com a espécie.

De acordo com Michelson & Dubois (1978) populagdes refratarias
apresentam diferentes indices de suscetibilidade, quando submetidas a
infeccao experimental em moluscos recém desovados.

Biomphalaria peregrina € considerada uma espécie potencialmente
transmissora de S. mansoni. Paraense e Correa (1973) fizerem o primeiro
relato de suscetibilidade de B. peregrina a infeccdo experimental por S.
mansoni em duas diferentes populagcbes de B. peregrina, sendo uma
procedente de Lapa (RJ) e outra do Equador. Nesse mesmo estudo foi
verificada a resisténcia de uma populagdo de B. peregrina proveniente do
municipio de Pouso Alegre (MG), demonstrando a importancia da variagao
populacional para estudos de suscetibilidade.

Posteriormente Souza et al. (1988) avaliaram uma populagcédo de B.
peregrina de Santa Rita do Sapucai, MG, através de infecgdo experimental
com trés diferentes cepas de S. mansoni (SJ, AL, LE), isoladas de Belo
Horizonte (MG), Sao Jose dos Campos (SP) e Alagoas, respectivamente, e
mantidas em laboratério ha varios anos. Ndo constataram a presenca de
cercarias ou esporocistos de S. mansoni, mostrando a resisténcia dessa
populagdo ao S. mansoni. Anteriormente em um municipio vizinho, na cidade
de Pouso Alegre (MG), Paraense & Correa (1973) ja haviam isolado uma
populacdo dessa espécie resistente a infecgdo por S. mansoni.

Outra espécie potencialmente vetora de S. mansoni, sendo suscetivel a

esse trematdédeo em condicbes de laboratério, € B. amazonica (Correa &
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Paraense, 1971). Esses autores relataram a suscetibilidade de uma populagao
de B. amazonica da llha do Careiro (AM) a duas diferentes cepas de S.
mansoni, uma proveniente de Belo Horizonte (BH) e outra de Sdo Jose dos
Campos (SJ), cepas também utilizados no experimento realizado por Souza et
al. (1988). Diferentemente do observado por Souza et al. (1988) B. amazonica
mostrou-se suscetivel ao S. mansoni, apresentando indice de infecgdo de 48%
para cepa BH e 73% para cepa SJ. Paraense & Correa (1985) avaliaram a
suscetibilidade de uma populacédo de B. amazonica de Porto Velho (RO) ao S.
mansoni e observaram 3,5% de taxa de infecgéo, resultado muito inferior ao
observado pelos mesmos autores (1971) na populagao de Careiro (AM).

O mecanismo interno de defesa de Biomphalaria sp. durante a infecgao
por S. mansoni é ativado e mediado por células efetoras do sistema imune
conhecidas como hemdcitos. A caracteristica de resisténcia/suscetibilidade a
infeccdo por S. mansoni € geneticamente determinado e, através da analise
comparativa dos perfis de transcricao da regiao ETS, indicam que a exposigcao
ao parasito induz a uma resposta metabdlica ativa nos hemocitos (Raghavan
et al., 2003).

As espécies de B. straminea e B. tenagophila apresentam periodo pré-
patente longo, uma vez que naturalmente ocorre atraso ao desenvolvimento da
infeccdo por S. mansoni. Com isso as técnicas tradicionais de exposigéo a luz
e esmagamento entre laminas sdo menos sensiveis para detectar esse
trematdédeo em espécies com menor suscetibilidade, devido ao longo tempo
gasto e a mortalidade dos moluscos (Jannotti-Passos & Souza, 2000). Essas
autoras utilizaram a técnica de LS-PCR (PCR de baixa estringéncia) e de
exposicao a luz para diagnosticar a infecgao por S. mansoni em B. tenagophila
e B. straminea, demonstrando que a LS-PCR mostrou-se mais sensivel na
deteccdo da infecgao, sendo detectado o DNA do parasito apds sete dias de
infeccdo, possibilitando a detecgéo precoce de focos de transmissao, em areas
endémicas, antes do inicio da eliminacao de cercarias.

Analisando estas relagdes esquistossomo-hospedeiro invertebrado, pode-
se admitir que o padrao genético do molusco é o fator de maior influéncia na
suscetibilidade destes animais as infeccbes esquistossomaticas estudadas
(Bastos et al., 1984). Em avaliagbes de comportamento e reprodugao frente a

infeccdo por Schistosoma sp. foi observado que moluscos acasalam-se mais
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frequentemente com animais sadios do que com infectados, tendo a seguinte
hipétese genética: a suscetibilidade é determinada geneticamente e moluscos
infectados séo, portanto, parceiros menos atrativos (Rupp & Woolhouse, 1999).
Associado a isso, esta o fato de moluscos infectados serem menos fecundos, o
que diminui a atratividade feminina para deposi¢cdo de esperma; esses fatores
associados diminuem o numero de acasalamentos entre moluscos infectados
(Rupp & Woolhouse, 1999).

3.5. Métodos moleculares

A identificagdo de planorbideos é realizada através da dissecagéo e exame
de caracteres morfolégicos e anatdémicos, da caracteristica de concha, radula,
orgaos do aparelho reprodutor e renal. Um dos fatores mais relevantes para a
identificacdo de espécies do género Biomphalaria € a habilidade do
investigador em dissecar os moluscos e identificar as diferencas morfolégicas
entre as espécies. Outros fatores que dificultam a identificacdo sdo as
variagées encontradas nos caracteres utilizados, as variagdes individuais e as
modificacdes e distensdes musculares causadas no momento da fixacao
(Paraense, 1975).

Estudos moleculares de diversos hospedeiros invertebrados foram
iniciados na tentativa de compreender o gene cuja expressao pode influenciar o
desenvolvimento dos parasitos, com isso espera-se esclarecer tanto a
expressao do gene do parasito quanto do hospedeiro, podendo eventualmente
conduzir a métodos inéditos para o controle das doengas (Knight et al., 2000).
No minimo, uma compreensdo melhor da constituigho molecular do
invertebrado e hospedeiro deve revelar importantes informagcdes sobre a
variagao geneética e importantes resultados para a epidemiologia da doenca
(Knight et al., 2000).

Comparado com o detalhamento genético dos estudos moleculares
conduzidos em insetos que sado hospedeiros invertebrados, os resultados
relacionados a B. glabrata estdo ainda no inicio. Algumas informacgdes
gendmicas basicas sobre B. glabrata sdo conhecidas, entretanto, onde ainda
existem lacunas no conhecimento, a informacao pode ser inferida através de

dados referentes a espécies relacionadas (Knight et al., 2000).
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Inicialmente os estudos genéticos de B. glabrata foram incitados em parte
por modelos largamente divergentes de compatibilidade, muitas vezes
observado entre parasita e molusco. Acredita-se que a interacdo entre os
genes do parasita e do hospedeiro influenciam no resultado da infec¢géo, com a
existéncia de relagdes de maior compatibilidade onde ocorreu uma extensa co-
evolugao (Knight et al., 2000).

Técnicas moleculares também sao utilizadas para moluscos de interesse
médico-sanitario; incluindo pesquisa com Bulinus africans (Stohard et al.,
2002), da familia Lymnaeidae (Bargues et al., 2001), género Lymnaea
(Stothard & Kristewsew, 2000; Magalhaes et al., 2004; Cardoso et al., 2006),
além de Biomphalaria (Vidigal et al., 2000b; Vidigal et al., 2001; Tuan et al.,
2001; Caldeira et al., 2002).

A técnica de PCR-RFLP baseia-se na amplificacdo especifica de uma
regidao do DNA pela PCR, com posterior digestdo do produto com enzimas de
restricdo, esses produtos podem ser visualizados apods eletroforese. Essa
técnica foi utilizada, com sucesso, na identificacdo das espécies brasileiras do
género Biomphalaria (Vidigal et al., 1998b, Caldeira et al. 1998, Spatz et al.,
1999, Vidigal et al.,, 2000a). Os autores amplificaram a regido espacgadora
interna do gene do rRNA, constituido de trés regides conservadas 18, 5.8 e
28S, além de duas regides espagadoras (ITS1 E ITS2).

A dificuldade na diferenciagédo de B.t. tenagophila, B.t. guaibensis e B.
occidentalis através de caracteristicas da concha e morfoldgica dos 6rgaos do
sistema genital, associada a extensa heterogeneidade intraespecifica e falta de
informacédo sobre o isolamento reprodutivo entre B.t. guaibensis com B.t.
tenagophila e B. occidentalis motivou estudos moleculares para compreender a
relacdo entre estas espécies (Spatz et al.,, 1998). Spatz et al. (1998)
utilizaram o PCR-RFLP com sete enzimas de restricao diferentes (Alul, Ddel,
Haelll, Mnll, Hpall, Hfal, Rsal) e observaram que a Alul identifica e diferencia
as espécies B.t. guaibensis, B.t. tenagophila e B. occidentalis, sendo que B.t.
tenagophila apresenta perfil mais heterogéneo, mostrando algumas bandas
polimorficas quando comparadas populagdes do Brasil e da Argentina. Os
perfis obtidos com as mesmas sete enzimas estimaram a similaridade entre
essas espeécies, sugerindo, através da analise do agrupamento, que B.t.

guaibensis é mais intimamente relacionado a B. occidentalis do que com B.t.
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tenagophila, indicando que B.t. guaibensis e B. occidentalis podem ser
consideradas como taxons irmaos (Spatz et al., 1999).

No primeiro relato de B. glabrata no Rio Grande do Sul, foram
identificados na mesma localidade B. occidentalis e B. tenagophila guaibensis
(Carvalho et al., 1998), demonstrando que essas espécies podem compartilhar
0s mesmos habitats, sem haver competicdo entre si. Com isso destaca-se a
importancia da identificagdo molecular de moluscos Biomphalaria, pois através
da técnica de PCR-RFLP foi possivel identificar o perfil especifico de B.
tenagophila guaibensis, com padrao de bandas muito diferente do observado
em B. glabrata (Vidigal, 2000b), permitindo afirmar com certeza a espécie
identificada.

Baseado também na grande similaridade morfoldgica entre as espécies B.
kuniana, B. intermedia e B. peregrina com B. straminea, Paraense (1988)
propds o complexo B. straminea. Técnicas isoenzimaticas foram utilizadas
anteriormente por Hoffman (1987) e Pointier et al. (1993), mas apresentavam
certas limitagdes, como a necessidade muito material biolégico e analise de
pequeno numero de loci. Caldeira et al. (1998) utilizaram o PCR-RFLP para
diferenciar essas espécies e estimar a distancia genética entre as mesmas.
Dentre as enzimas usadas (Alul, Haelll, Hpall, Rsal, Ddel e Mnll) a Ddel
apresentou melhor perfil para separagcao das espécies de molusco. Com isso
sugere-se que B. intermedia é mais relacionada com B. straminea e B.
kuhniana do que com B. peregirna.

Estudo semelhante foi desenvolvido por Spatz et al. (2000) para as
especies B. oligoza, B. orbignyi e B. peregrina obtidas de diferentes localidades
da Argentina, Brasil e Uruguai. Através da técnica de PCR-RFLP, o melhor
perfil para identificacdo das trés espécies é o obtido através da restrigdo com a
enzima Mval. O percentual de bandas compartilhadas entre todos os possiveis
pares é de 54%.

Para estudar a variabilidade genética de B. straminea, B. intemedia e B.
khuniana, espécies pertencentes ao complexo B. straminea, foi utilizado o
SSR-PCR com os primers (CA)sRY e K7. Foi observado que os individuos mais
relacionados pertencem a mesma espécie e localidade, e os individuos de
diferentes localidade, mas de mesma espécie, apresentaram clara

heterogeneidade. As arvores geradas, usando método UPGMA, mostraram
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similar topologia, indicando que a técnica é muito eficiente para estudos
intraespecifico e intrapopulacional do complexo B. straminea (Caldeira et al.,
2001).

Microssatélites, também chamados de Repeticbes de Sequéncias
Simples (SSR- simple sequence repeat), sdo sequéncias curtas de DNA,
contendo no maximo repeticdes de 6 pb e comprimento total geralmente nao
excedendo a 200 pb. Sao classificados segundo a estrutura da sua repeticéo.
Apesar de ja terem sido identificados microssatélites contendo todas as

combinagdes possiveis de nucleotideos, as repeticbes (CA), depois das

.
repeticoes A(n), sao as mais abundantes e parecem estar presentes em todos
os eucariotos com numero de coépias estimado de 50.000 a 100.000 elementos
por genoma hapldide. Regides contendo SSRs sdo amplificadas através da
PCR utilizando-se um par de iniciadores especificos que flanqueiam o
microssatélite (Campos, 2001).

Os microssatélites, sendo loci altamente polimérficos, podem ser usados
para estudos de estruturas de populagcbes e caracteristicas evolutivas B.
glabrata. Jones et al. (1999) relataram o isolamento e a caracterizagdo do
primeiro loci microssatélite de B. glabrata, e concluiram que B. glabrata da
América do Sul tem maior afinidade com espécies africanas do que outras
espécies neotropicais, sendo B. tenagophila a mais distante. Além disso,
sugere-se que as espeécies africanas sdo mais novas do que seus congéneros
neotropicais, com a linhagem B. pfeifferi-protoglabrata, altamente conservada,
estima-se que tenham evoluido da Africa neotropical ha 2,3-4,5 milhdes de
anos em consequéncia da dispersdo transatlantica anterior nas Américas.
Consequentemente, esses marcadores podem ser mais Uteis para examinar a
estrutura demografica de espécies africanas do que as neotropicais.

As populagdes do género Biomphalaria normalmente apresentam uma
baixa variabilidade genética intrapopulacional, em oposi¢ao a isso € observado
uma alta variabilidade interpopulacional, atribui-se isso ao baixo fluxo génico
entre a populagdes, permitindo uma evidente diferenciagdo entre essas. Ja
baixa variabilidade intrapopulacional pode estar relacionada a pressdes
ambientais, que induzem a mecanismo de dorméncia como estivagao,

diapausa ou hibernagéo (Caldeira, 1999).
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A auséncia ou o baixo fluxo génico entre as populagdes de Biomphalaria
permite o desenvolvimento de linhagens e parece influenciar os niveis de
suscetibilidade ao S. mansoni. Os diferentes niveis de reprodutividade sao
observados no cruzamento entre populagbes de B. glabrata geograficamente
distintas (Paraense & Deslandes, 1959), indicando o grau de variagéao
intraespecifica e ao papel notavel do isolamento geografico na evolugdo dos
planorbideos. Varios estudos genéticos foram realizados, como o de Campos
et al. (2002), que avaliaram a técnica de SSR-PCR (primers (CA)8RY e K7)
para determinar a variabilidade genética de oito populagdes brasileiras distintas
de B. glabrata. Foi observado que a variabilidade genética foi maior entre
populacdes do que dentro da populagcdo, as populagcdes de moluscos de
laboratério e de campo ndo apresentaram quase nenhuma diferenga genética e
nenhuma relagcdo entre a variabilidade genética e a distancia geografica foi
observada. Com isso foi possivel concluir que o SSR-PCR é um bom
instrumento molecular alternativo em estudos populacionais de B. glabrata.

Mavarez et al. (2000) observaram a variagdo de microssatélites de B.
glabrata em duas populagcdes da Venezuela Central. A heterozigose observada
variou de 0 (locus BgE1) a 0,31 (locus BgE2) na mesma localidade (La Cuarta).
Os loci BgE2, BgE3, BgE5 e BgE6 apresentaram significativa deficiéncia
heterozigdtica e isso ocorre mais provavelmente devido a auto-fecundacgao.
Também foi testado o desequilibrio genotipico em 40 situagbes (pares de loci
de cada populagao), sendo observado que apenas quatro pares apresentaram
desvios significantes das expectativas casuais, mas nenhum foi significativo
apés a correcdo de Bonferroni. Em conclusdo, no minimo oito loci
microssatélites polimorficos sdo apropriados para estudos de estruturas de
populagdes e sistemas reprodutivos em populagdes naturais de B. glabrata.

RAPD ¢é uma técnica variante da PCR que, ao contrario das técnicas que
utilizam iniciadores especificos, ndo requer o conhecimento prévio da
sequéncia do DNA do organismo em estudo (Campos, 2001). Geralmente se
utiliza iniciador unico de sequéncias aleatdérias em condigdes de baixa
estringéncia de anelamento. Isto permite a ligacdo dos iniciadores a multiplos
sitios do genoma, amplificando segmentos andnimos sem correlagéo
obrigatéria com regides transcritas ou nao, repetitivas ou nao, variaveis ou

conservadas. Esse procedimento possibilita a producdo de perfis de bandas
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que refletem a constituigdo geral do genoma, permitindo estimar a semelhancga
genética entre os organismos estudados, possibilitando analisar a variabilidade

genética entre os organismos (Campos, 2001).

A técnica de RAPD tem sido utilizada para estudos epidemiologicos
entre organismos correlacionados ou para diferenciar populagdes de uma
mesma espécie, detectando polimorfismos. O perfil das bandas geradas é o
resultado da hibridagcdo do primer a sequéncias especificas e da amplificacao
da regido flanqueada por estas. A analise visual dos esferogramas possibilita a
diferenciagcdo entre populagdes. A variabilidade genética foi avaliada entre
populagdes de B. glabrata (Vidigal et al., 1994), B. pfeifferi (Hoffman et al.,
1998), entre populagdes suscetiveis e resistentes de B. tenagophila a S.
mansoni (Abdel-Hamid et al., 1999).

Segundo Abdel-Hamid et al. (1999) a amplificacdo aleatéria do DNA,
através da técnica de RAPD, representa um eficiente caminho para a
comparagao dos genomas, desde que o0s marcadores moleculares sejam
detectados como variantes genéticos entre os moluscos susceptiveis e nao
susceptiveis.

Vidigal et al. (1994) avaliaram a variagdo genética de B. glabrata em
sete populagdes brasileiras através da técnica de RAPD. Os perfis de RAPD de
moluscos de uma mesma populagédo foram relativamente homogéneos, com a
maioria das bandas que sdao comuns a todos os individuos estudados. Em
contraste, os perfis de moluscos de populacbes diferentes sado bastante
distintos, com menos de 10% de fragmentos de DNA amplificados sdo comuns
a todos os espécimes estudados. Isso foi observado independente do primer
utilizado, indicando que heterogeneidade genética de B. glabrata é notavel e
segundo estes autores a grande variedade de marcadores genéticos
polimorficos indica que a anadlise de RAPD pode ser uma importante
contribuigdo para os estudos genéticos de Biomphalari.

Nove populagdes da llha de Guadalupe, Franga, foram estudadas
usando marcadores RAPD (Langand et al., 1999). Foi observada uma grande e
significante diferenca de polimorfismo genético entre as nove populagdes
estudadas em area restrita de 45 km e uma significante correlagado entre a

diferengca genética e a distancia geografica. Também foi observada uma
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pequena, mas significante diferenga entre os grupos provenientes do sul ou do
norte da ilha.

Devido ao alto indice de polimorfismo observado em B. glabrata na
técnica de RAPD, o uso dessa técnica para a identificacdo de espécie seria
pouco recomendado, com isso testada a técnica de LS-PCR (PCR de baixa
estringéncia) com uso de dois primers especificos (NS1 e ET1) e condigbes de
baixa estringéncia de anelamento. Mesmo que esses primers produzam
complexos padrdes de bandas, pelo menos quatro produtos LS para
Biomphalaria foram espécie-especifico, independente da origem dos moluscos
(Vidigal et al., 1996).

Biomphalaria tenagophila e B. occidentalis sao dificilmente distinguiveis
em relacdo aos caracteres morfolégicos, mas apenas B. tenagophila é
hospedeira intermediaria de S. mansoni. A identificacdo dessas espécies €&
fundamental para estudos epidemiolégicos sobre esquistossomose. Através da
técnica de LS-PCR é possivel observar perfis diferentes de B. tenagophila e B.
occidentalis, sendo a técnica de LS-PCR aplicavel a identificacdo dessas

espécies quando a morfologia classica € inconclusiva (Pires et al., 1997).



4. Material e métodos

4.1. Obtencao dos moluscos

Os moluscos foram coletados utilizando-se tamis metalico ou plastico
percorrendo-se o fundo e margens dos criadouros. O material obtido foi
minuciosamente examinado e os moluscos presentes transferidos, com auxilio
de pinga, para potes plasticos com agua e vegetacado da localidade. Foram
coletados em lagoas, canais de irrigagao, agudes, corregos e locais lodosos.
Apo6s foram transportados ao laboratério juntamente com agua, vegetagcao ou
lodo em que foram encontrados.

Foram utilizados moluscos do género Biomphalaria, coletados durante o
ano de 2005 em diferentes municipios e localidades do Sul do Rio Grande do

Sul conforme Fig. 3 e Tab. 1.

4.2 Caracterizacdo dos ambientes

Os ambientes observados foram agrupados em categorias diferentes,
com objetivo de diferenciar e caracterizar cada um dos habitats. Com isso os
tipos de ambientes limnicos pesquisados foram:

- Acudes — construgcdo destinada a represar aguas para fins de
irrigacdo ou criacdo de animais, podendo ser alimentados por um curso de
agua de pequeno ou médio porte ou pela agua das chuvas.

- Canais de irrigagdo — grandes canais cuja fungdo € conduzir a agua
de alguma fonte natural para o interior das lavouras e distribui-las para os
canais secundarios, normalmente s&o bastante largos para ter vazao elevada

de agua e os acompanha normalmente uma estrada de cada lado.
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Figura 3 — Municipios (O) onde foram realizadas as coletas de Biomphalaria no sul do
estado do Rio Grande do Sul, Brasil.
Fonte: http://www.camara.gov.br/alceucollares/imagens/rs-mapa_mini.jpg
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Tabela 1 — Municipio e as respectivas localidades onde foram coletadas as

diferentes populagdes de Biomphalaria spp.

MUNICIPIO LOCALIDADE
Arroio Grande Barragem Chasqueiro
Bagé EMBRAPA CPPSul*
Camaqua Pacheca
Cangucu Cabanha Cafundo

Capéao do Leao

Fazenda Bela Vista

Dom Pedrito Passinho do amor
Dom Pedrito Chacara do Cedro
Dom Pedrito Estrada do Meio
Jaguarao Granja Bretanha
Pelotas Barragem SANEP**
Rio Grande Rio Grande
Rosario do Sul Estancia Santa Ambrosina
Santa Vitoria do Palmar Estancia Ipiranga
Santa Vitéria do Palmar Granja Figueira
Sao Gabriel FEPAGRO- Forrageiras™*

* EMBRAPA-CPPSul - Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Centro de
Pesquisa Pecuaria Sul; ** SANEP - Servico Autdnomo de Saneamento de Pelotas; ***
FEPAGRO-Forrageiras — Fundagado Estadual de Pesquisa Agropecuaria — Centro de
Pesquisas de Forrageiras.

- Canais secundarios de irrigagdo — canais secundarios de irrigagao
presentes em lavouras de arroz, tendo origem no canal principal de irrigagao,
cruza o terreno utilizando-se de manilhas, atravessando toda extensido da
lavoura; sua funcédo é de distribuir a agua de irrigacao por toda lavoura ou
drena-la quando desejar deixa-la seca.

- Corrego — sulco aberto pelas aguas correntes de alguma colegao de

agua proxima, podendo ser essa natural ou artificial.

4.3 Manutencgéo e criagdo de moluscos em laboratério

Os moluscos foram transportados em recipientes plasticos de 12cm x
9cm até o Laboratdrio de Parasitologia, do Departamento de Microbiologia e

Parasitologia do Instituto de Biologia da UFPel, onde foram transferidos para
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caixas plasticas de 43x28x15 cm contendo agua desclorada, sendo
alimentados com alface fresca e/ou desidratada, a temperatura ambiente. A

reposi¢ao de agua desclorada foi realizada a cada dois dias.

4.4. Obtencgao da geracédo F1 dos moluscos

Das populagbes de campo que se reproduziram no Laboratério de
Helmintoses Intestinais do Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ, ou
seja, realizaram posturas, foram obtidos novas populagdes de caramujos (F1).
Todos provenientes de posturas realizadas ja em condi¢cdes de laboratério, e
colocados em novos recipientes plasticos, conforme Fig. 4. Com o crescimento
dos moluscos, estes foram transferidos para aquarios de maiores dimensdes,
sendo realizadas troca periddica (em dias alternados) da agua desclorada, pois

nao estavam expostas a aeragao constante e agua corrente.

4.5 Identificagdo morfoldgica dos moluscos

A identificagdo morfolégica dos moluscos do género Biomphalaria foi
realizada no Laboratério de Helmintoses Intestinais do Centro de Pesquisas
René Rachou/FIOCRUZ, sendo baseada na comparagao das caracteristicas
das conchas, anatomia dos 6rgaos reprodutivos e caracteristicas do tubo renal
de cinco exemplares de cada populagdo, segundo Paraense (1975). Cinco
moluscos foram colocados em solugdo anestésica (Hypnol 3%) para
relaxamento durante 6 a 8 horas e, apds, sacrificados através de choque
térmico. O fragmento da regido cefalopodal foi retirado para analise molecular,
sendo armazenado a -70°C, e o restante do corpo mantido em fixador Raillet-
Henry. Os caracteres morfologicos foram observados em lupa e comparados

entre as caracteristicas de outras espécies.
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Figura 4 — Geragao de F1 de Biomphalaria obtida em condi¢des de laboratério.

4.6 ldentificagao molecular dos moluscos

4.6.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada a partir da regido cefalopodal das
diferentes populagbes de Biomphalaria spp., através do Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega) (Vidigal et al. 2000a) no Laboratério de Helmintoses
Intestinais do Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ. Inicialmente
adicionou-se 200 pl de solugéo de lise nuclear e 1 ul de proteinase K a regiao
cefalopodal, separada anteriormente, e incubados a 37°C overnight. Apds
adicionou-se 80ul de solugdo de precipitagdo protéica, agitando por 20 a 30
segundos com auxilio de vortex, seguido de centrifugagdo a 11.600 g por trés
minutos, com formacado de pellet. O sobrenadante, contendo o DNA, foi
transferido para outro tubo, sendo entdo adicionado 200 pl de isopropanol
(CH3;CHOHCCH3) e homogenizado, por inversdo, durante 20 minutos e
centrifugado por seis minutos a 11.600 g. Ao pellet foram feitas duas lavagens
com etanol, a primeira com 500ul etanol 100% e 10pl de acetato de sodio 3M (-
70°C por 2 horas) e a segunda com 500ul de etanol 70%, ambas seguidas por
centrifugacdo de 10 minutos a 11.600 g. Ao pellet foi adicionado 25ul de
solucao de reidratacao e estocado a -20°C.
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4.6.2 PCR-RFLP

A caracterizagdo molecular das diferentes espécies de Biomphalaria foi
realizada através da técnica de PCR-RFLP de acordo com Caldeira et al.
(1998).

Foram amplificadas as regides ITS, que incluem o gene da subunidade
5.8S do rDNA e os espacos transcritos ITS1 e ITS2, através dos iniciadores
ETTS1 (5-TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAA-3) e ETTS2 (5-
TGCTTAAGTTCAGCGGGT-3’), respectivamente ancorados com as
extremidades conservadas do gene ribossomal de 18S e 28S, de acordo com
Kane & Rollinson (1994).

A técnica de PCR consistiu da reacao, conforme tab. 2:

Tabela 2 — Reagentes e seus respectivos volumes utilizados na reagao de PCR.

REAGENTE VOLUME (ul)
H20 4,6
dNTPs (2mM) 1,0
Tampao 1,0
MgCI** (50 mM) 0,3
ETTS1 (500pmol) 1,0
ETTS2 (500pmol) 1,0
Taq DNApolimerase (Invitrogen) (5U/ul) 0,1
DNA (amostra) 1,0
Total 10,0

O protocolo utilizado para PCR foi: desnaturacao inicial de trés minutos a
95°C, seguida de 33 ciclos, que correspondem a desnaturagédo a 95°C por 45
segundos, anelamento a 54°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por dois
minutos; seguida por uma extensao final a 72°C por cinco minutos.

O produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida 6%, sendo posteriormente corados pela prata. O padrao de peso

molecular utilizado foi Phi X 174 digerido com endonuclease Haelll
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O produto de PCR foi clivado com a enzima de restricdo Ddel, que cliva
as regioes 5-C|TNA G-3’ e 3G ANT1C-5. O produto amplificado foi diluido em
23ul de H>O e retirado uma aliquota de 10ul. Foi adicionada a cada amostra
0,3ul de Ddel e 1,0ul de tampé&o de enzima especifico, € submetido a 37°C por
trés horas e 30 minutos. Apds, para retirada da enzima restante, foi adicionado
o 13l de fenol-cloroférmio, homegenizado e centrifugado por dois minutos.
Retirou-se o sobrenadante e transferiu-o para outro tubo.

Apos foi realizada a eletroforese em gel de poliacrilamida 6% e corado
com prata para visualizacdo de perfis e comparagdo com os descritos por
Vidigal et al. (2000b), conforme figura abaixo (Fig. 5). O padrdo de peso

molecular utilizado foi Phi X 174 digerido com endonuclease Haelll

Be Btt Btge BocBk Bs Bi Bp Bo Bsch Ba

603 -

310 -

194 -

118- —_ —

Figura 5 - Diagrama representativo dos perfis espécie-especificos das dez espécies e

uma sub-espécie brasileira do género Biomphalaria. Bg — Biomphalaria glabrata; Btt —

Biomphalaria tenagophila tenagophila; Btg — Biomphalaria tenagophila guaibensis; Boc

— Biomphalaria occidentalis; Bk — Biomphalaria kuhniana;, Bs — Biomphalaria

straminea; Bi — Biomphalaria intermedia; Bp — Biomphalaria peregrina; Bo —

Biomphalaria. oligoza; Bsch — Biomphalaria schrammi; Ba — Biomphalaria amazonica.
Fonte: Vidigal et al., 2000b

Apo6s a amplificagdo do DNA e corte com enzima Ddel de todos os
moluscos sacrificados, foram selecionados aleatoriamente dois exemplares de
cada populagdo, para visualizagdo em unica eletroforese, com objetivo de

demonstrar as diferengas e similaridades entre os moluscos.

4.7 Infecgao experimental de Biomphalaria com S. mansoni
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A infecgdo experimental foi realizada em caramujos da geragdao F1 de
duas populagdes de B. peregrina dos municipios de Rio Grande (Rio Grande) e
Dom Pedrito (Estrada do Meio); como controle da infecgdo foram utilizados
exemplares de B. glabrata, da localidade de Barreiro de Cima, populagéo
mantida no moluscario do Centro de Pesquisas René-Rachou/Fiocruz. A cepa
de S. mansoni utilizada foi LE, a qual € mantida no biotério do René-
Rachou/Fiocruz. Para eclosdo dos miracidios, os ovos de S. mansoni foram
expostos a luz incandescente por 20 a 60 minutos. A contagem dos miracidios
foi feita retirando-se duas aliquotas de 1ml e colocando em Iamina escavada e

observado ao estereoscoéspico. A infecgao foi realizada como descrito na tab. 3.

Tabela 3 — Infeccao experimental de duas populagdes de B. peregrina € uma
populagdo de B. glabrata (controle) para avaliagdo da suscetibilidade a cepa LE de
Schistosoma mansoni

Numero de Espécie de Procedéncia da Diametro Numero de
moluscos molusco populagao em miracidios/
mm molusco
50 B. peregrina Dom Pedrito 4-6 100
50 B. peregrina Rio Grande 4-6 100
50 B. glabrata Barreiro de Cima 8-10 20

Em cada orificio da placa de cultivo celular, com capacidade de 2,5 ml, foi
colocado um molusco com o respectivo niumero de miracidios, sendo o volume
total do orificio preenchido com agua desclorada. Os moluscos permaneceram
em contato com os miracidios durante seis horas, sob luz incandescente,
conforme Fig. 6. Apds a infeccdo os moluscos foram transferidos para novos
aquarios, com aeragao constante, agua corrente e temperatura de + 27°C. O
intervalo da avaliagao da infecgao foi de 30, 35 e 40 dias.

Como controle negativo foram utilizados 20 exemplares de cada uma

dessas populacdes acima citadas, sem infeccgao.
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Figura 6 — Exposicao a luz incandescente para infecgdo dos moluscos Biomphalaria
peregrina e Biomphalaria glabrata por miracidios de Schistosoma mansoni (cepa LE),
dispostos individualmente em placas de cultivo celular.

4.8 Avaliagao da suscetibilidade de Biomphalaria peregrina ao S. mansoni.

A suscetibilidade destas populagdes foi investigada através da
exposicao a luz e por esmagamento. Apos 30 dias de infecgédo, os caramujos
foram colocados individualmente em Becker com agua desclorada a 28°C e
exposto a luz incandescente 30 a 40 minutos. Apds observou-se, em
estereomicroscopio, cada um dos recipientes para identificar a presenca de
cercarias na agua. Os moluscos positivos foram retirados da colénia. Aos 35° e
40° dia foi realizado o mesmo procedimento, conforme Fig. 7:

Além desta anadlise, apdés 43 dias foi realizado o esmagamento entre
laminas de vidro dos moluscos restantes. Essa técnica consiste na colocagao
de moluscos entre duas laminas de vidro e posterior esmagamento. O material
foi levado ao microscopio, para observagao da presenga de esporocistos e
cercarias. A taxa de infeccao foi estimada através do numero de moluscos
positivos multiplicado por 100 e dividido pelo total de moluscos examinados.

Ambas as técnicas realizadas foram baseadas em Souza & Lima (1997).
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Figura 7 — Exposi¢cdo dos moluscos a luz artificial incandescente para eliminagéo de
cercarias, para verificagao da infec¢cao por Schistosoma mansoni.



5. Resultados

5.1. Identificagdo morfoldgica

A partir da analise dos caracteres morfolégicos de cinco exemplares de
cada populacao foram identificadas trés espécies de Biomphalaria: B. oligoza,
B. peregrina e B. tenagophila guaibensis, sendo sete populacbes de B.
tenagophila guaibensis, cinco populagées de B. peregrina, trés populagdes de
B. oligoza (tabela 4) (Figura 8).

Em dois municipios, Dom Pedrito e Santa Vitéria do Palmar, foram
examinados populacbes de trés e duas diferentes localidades,
respectivamente. No municipio de Dom Pedrito foram identificadas duas
espécies (B. peregrina e B. tenagophila guaibensis) e em Santa Vitéria do
Palmar nas duas localidades foi identificada a mesma espécie (B. tenagophila
guaibensis).

As caracteristicas morfolégicas observadas nas diferentes populacoes
de B. oligoza sao: concha com 7 a 9 mm de diametro, 5 giros, lado esquerdo
com giro central variando de medianamente a profundo, suturas evidentes e
auséncia de carena; lado direito com giro central bastante profundo, suturas
menos marcadas que o lado esquerdo e auséncia de carena. Em relagdo a
morfologia interna ndo foi observada a presenca de crista ou pigmento na
parede do tubo renal, presenca de bolsa vaginal pequena ou discreta, reduzido
numero de diverticulos prostaticos, variando de dois a cinco; prepucio variando
de um pouco mais longo ou igual a bainha do pénis; bainha do pénis um pouco
mais delgada que o prepucio e canal deferente fino. A caracteristica diferencial
em relacdo as outras espécies foi o pequeno numero de diverticulos

prostaticos.
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Tabela 4 — Espécies de Biomphalaria amostradas em municipios do Rio Grande do
Sul, identificadas em laboratério e procedéncia

Municipio

Localidade

Espécie

Arroio Grande
Bage
Camaqua
Cangucgu
Capao do Leéao
Dom Pedrito
Dom Pedrito
Dom Pedrito
Jaguarao
Pelotas
Rio Grande

Rosario do Sul

Santa Vitéria do
Palmar
Santa Vitéria do
Palmar
Sao Gabriel

Barragem Chasqueiro
EMBRAPA-CPPSuI
Pacheca
Cabanha Cafundo
Fazenda Bela Vista
Passinho do amor
Chacara do Cedro
Estrada do Meio
Granja Bretanha
Barragem SANEP
Rio Grande
Estancia St?
Ambrosina

Estancia Ipiranga

Granja Figueira

FEPAGRO-Forrageiras

. tenagophila guaibensis

B. peregrina

. tenagophila guaibensis

B. oligoza

B. oligoza

. tenagophila guaibensis

B. peregrina

B. peregrina

. tenagophila guaibensis

. tenagophila guaibensis

B. peregrina

B. peregrina

. tenagophila guaibensis

. tenagophila guaibensis

B. oligoza
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Figura 8 — Distribuicdo das espécies de Biomphalaria encontradas nos diferentes

municipios do Rio Grande do Sul, Brasil

Ja para as populagdes de B. peregrina foi observado concha variando de
6 a 12 mm de didametro, 4 a 6 giros, lado esquerdo com giro central profundo,
suturas evidentes a profundas, carena ausente, discreta ou evidente, ultimo
giro pode ser maior que os demais; no lado direito foi observado giro central
variando de profundo a raso, suturas menos evidentes que o lado esquerdo e
carena ausente, presente ou discreta. Anatomia interna: auséncia de pigmento
e crista na parede do tubo renal, presenca de bolsa vaginal, podendo ser bem
evidente, grande numero de diverticulos prostaticos, espermateca pode ser
bem desenvolvida, ultimos diverticulos prostaticos encobrem a por¢ao final da

espermateca, prepucio variando de um pouco maior ou menor ou de tamanha
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similar a bainha do pénis, prepucio variando de um pouco mais larga a mais
largo que a bainha do pénis, canal deferente fino. A caracteristica mais
representativa sdo os ultimos diverticulos prostaticos que encobrem a porcao
final da espermateca.

Nas populagdes de B. tenagophila guaibensis observou-se conchas com
diametro de 11 a 21 mm e com 5 a 7 giros; lado esquerdo com giro central
medianamente a profundo, giros crescem de acordo com enrolamento ou
ultimo giro maior que os demais, suturas marcadas e presenga de carena; ja o
lado direito apresenta giro central mais profundo, suturas menos marcadas que
o lado esquerdo ou rasas, carena. A anatomia interna apresenta manto sem
crista e com ausente, discreto ou presente pigmento na parede do tubo renal;
parede vaginal expandida em bolsa, muito diverticulos prostaticos,
espermateca podendo ser bem desenvolvida; prepucio longo a muito longo e
fino, prepucio maior a duas vezes maior que a bainha do pénis, bainha do
pénis com didmetro menor ou similar ao prepucio, canal deferente muito longo
e fino. As caracteristicas de maior importancia estao relacionadas as variagdes

de espessura e comprimento do prepucio, bainha do pénis e canal deferente.

5.2. Identificacdo molecular

A Fig. 9 mostra os produtos de amplificagdo de DNA através de PCR
especifico de trés moluscos da populagdo de Cangugu, Bagé (EMBRAPA-
CPPSul), Sao Gabriel (FEPAGRO-Forrageiras), dois moluscos da populagéo
de Capéo do Ledo (Fazenda Bela Vista) e um molusco de Pelotas (Barragem
SANEP), indicando banda unica de aproximadamente 900 pares de bases,
sendo esse perfil caracteristico do género Biomphalaria.

Os perfis de bandas visualizados, apods eletroforese, em gel de
poliacrilamida a 6%, obtidos a partir do PCR-RFLP ratificaram os resultados
obtidos na identificagdo morfolégica dos moluscos Biomphalaria em diferentes
localidades do RS.

Os moluscos B. oligoza de Cangugu, Capao do Ledo (Fazenda Bela
Vista) e Sdo Gabriel (FEPAGRO-Forrageiras) apresentaram o perfil molecular
com quatro bandas distintas com peso molecular de aproximadamente 420,

350, 175, 130 pb, respectivamente.
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Figura 9— Perfil de PCR especifico do produto amplificado da regido ITS do rDNA de
Biomphalaria em gel de poliacrilamida 6%, corado com prata. Canaleta: 1 — Padrdo de
peso molecular Phi X 174; 2 a 4 — Cangugu; 5 a 7 - Bagé (EMBRAPA-CPPSul); 8 e 9 -
Capéo do Ledo (Fazenda Bela Vista); 10 a 12 - Sdo Gabriel (FEPAGRO-Forrageiras),
13 — Pelotas (Barragem SANEP) e 14 — Controle negativo

Ja as populagdes de B. tenagophila guaibensis de Pelotas (Barragem
SANEP), Arroio Grande (Barragem Chasqueiro), Santa Vitéria do Palmar
(Granja Figueira), Dom Pedrito (Passinho do Amor), Camaqua (Pacheca),
Santa Vitéria do Palmar (Estancia Ipiranga), Jaguardo (Granja Bretanha) e
Alegrete apresentaram trés bandas de 440, 230 e 130 pb, respectivamente.

As populagbes de B. peregrina de Bagé (EMBRAPA-CPPSul), Rio
Grande, Dom Pedrito (Chacara do Cedro e Estrada do Meio respectivamente),
Rosario do Sul (Santa Ambrosina) apresentam perfil com quatro diferentes
bandas com peso molecular de 380, 310,175 e 130 pb respectivamente.

Esses perfis sdo observados na Fig. 10.
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Figura 10 — Perfis de PCR-RFLP obtidos da digestao do produto amplificado da regido ITS do DNAr utilizando a enzima Ddel das diferentes
populacdes de Biomphalaria em gel de poliacrilamida 6% corado com prata Canaletas: 1 — Controle Positivo de Biomphalaria oligoza ; 2e 3 —
Cangugu; 4 e 5 — Capao do Ledo (Fazenda Bela Vista); 6 — Sdo Gabriel (FEPAGRO-Forrageiras); 7 — Controle positivo de Biomphalaria
tenagophila guaibensis; 8 e 9 — Pelotas (Barragem SANEP); 10 e 11 — Arroio Grande (Barragem Chasqueiro); 12 e 13 — Santa Vitéria do
Palmar (Granja Figueira); 14 e 15 — Dom Pedrito (Passinho do Amor); 16 e 17 — Camaqua (Pacheca); 18 e 19 — Santa Vitéria do Palmar
(Esténcia Ipiranga); 20 e 21 — Jaguarao (Granja Bretanha); 22e 23 — Alegrete; 24 — Controle positivo de Biomphalaria peregrina; 25 e 26 —
Bagé (EMBRAPA-CPPSul); 27 e 28 — Rio Grande; 29-30 — Dom Pedrito (Chacara do Cedro); 31 e3 2 — Dom Pedrito (Estrada do Meio); 33 e
34 — Rosario do Sul (Santa Ambrosina).
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5.3 Habitats onde foram encontrados os moluscos

As coletas de moluscos foram realizadas principalmente em acudes,
canais de irrigacdo e canais secundarios de irrigagdo. Foram coletados em
acudes nos municipios de Bagé (EMBRAPA-CPPSul), Cangugu, Capao do
Ledo (Fazenda Bela Vista), Dom Pedrito (Chacara do Cedro), Rosario do Sul
(Estancia Santa Ambrosina), Sdo Gabriel (FEPAGRO-Forrageiras). Em relacao
a canais de irrigacao foi observado moluscos em Jaguarao (Granja Bretanha),
Rio Grande, Santa Vitéria do Palmar (Estancia Ipiranga e Granja Figueira). Nos
municipios de Camaqua (Pacheca), Dom Pedrito (Passinho do Amor e Estrada
do Meio) e Jaguardo (Granja Bretanha) foram coletados caramujos em canais
secundarios das plantagdes de arroz. No municipio de Arroio Grande
(Barragem Chasqueiro) os moluscos foram encontrados em corregos e
pequenas colegdo d’agua, ja no municipio de Pelotas forma encontrados em
um pequeno tanque com peixes na Barragem SANEP. Alguns destes locais
podem ser observados na Figura 11. Das trés espécies identificadas, somente
B. oligoza foi coletada no mesmo habitat, sendo em agudes de propriedades
rurais. A relagdo entre os habitats e as espécies de Biomphalaria encontradas

esta representada na tab. 5.

5.4 Geragao F1 obtida em laboratorio

Todas as populagcbes de diferentes espécies de Biomphalaria
provenientes das coletas foram mantidas de forma individual e em mesma
condigao de criagdo, com troca periddica de agua e alimentagao.

Dentre as populagbes de B. tenagophila guaibensis somente as
populagdes de Pelotas (Barragem SANEP), Camaqua (Pacheca), Arroio
Grande (Barragem Chasqueiro) e Dom Pedrito (Passinho do Amor) se
reproduziram em condi¢cdes de laboratério e realizaram postura. Entretanto o
numero de moluscos obtido foi pequeno e estes ndo se desenvolveram para

que pudessem ser utilizados nos demais experimento deste estudo.
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Figura 11 — Diferentes habitats de diversos municipios do Rio Grande do Sul onde
foram encontrados moluscos do género Biomphalaria. A- corrego na Barragem
Chasqueiro (Arroio Grande); B — acude da EMBRAPA-CPPSul (Bagé); C — canais
secundarios de irrigacdo em Pacheca (Camaqua); D — canais de irrigagdo na Granja
Bretanha (Jaguarado); E — agude na FEPAGRO (Sao Gabriel); F — canais de irrigagao
Estancia Ipiranga (Santa Vitéria do Palmar).
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Tabela 5 — Procedéncia, espécie e habitats onde foram encontradas as populagcbes de
Biomphalaria na regido sul do Rio Grande do Sul

Procedéncia Espécie Habitat

Arroio Grande (Barragem  B. tenagophila guaibensis

Corrégos e pequena
Chasqueiro)

colecao de agua

Bagé (EMBRAPA- B. peregrina Acude
CPPSul)
Camaqua (Pacheca) B. tenagophila guaibensis Canais secundarios de
irrigacao
Cangugu (Cabanha B. oligoza Acude
Cafundo)
Capao do Leéao (Fazenda B. oligoza Acude
Bela Vista)
Dom Pedrito (Passinho do  B. tenagophila guaibensis Canais secundarios de
amor) irrigacao
Dom Pedrito (Chacara do B. peregrina Acude
Cedro)
Dom Pedrito (Estrada do B. peregrina Canais secundarios de
Meio) irrigacéo
Jaguaréo (Granja B. tenagophila guaibensis Canais de irrigagao
Bretanha) principais e secundarios
Pelotas (Barragem B. tenagophila guaibensis Tanque de peixes
SANEP)
Rio Grande (Rio Grande) B. peregrina Canais de irrigagao
Rosario do Sul (Estancia B. peregrina Acude

St® Ambrosina)

Santa Vitoria do Palmar  B. tenagophila guaibensis Canais de irrigagao
(Estancia Ipiranga)
Santa Vitéria do Palmar  B. tenagophila guaibensis
(Granja Figueira)
Sao Gabriel

(FEPAGROForrageiras)

Canais de irrigagao

B. oligoza Acude
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As populacbes de B. peregrina que se reproduziram em laboratério sao
provenientes de Rosario do Sul (Santa Ambrosina), Dom Pedrito (Estrada do
Meio e Chacara do Cedro), Bagé (EMBRAPA-CPPSul), Rio Grande. Contudo
apenas duas populagdes atingiram o numero de exemplares (minimo de 50) e
o tamanho (4 a 6mm de didmetro) necessario para ser realizada a infeccéo por
S. mansoni, sendo estas as populagcdes de Dom Pedrito (Estrada do Meio) e
Rio Grande.

As trés populagdes de B. oligoza n&o se reproduziram em condigdes de

laboratério.

5.5. Avaliagéo da suscetibilidade de Biomphalaria peregrina ao S. mansoni.

Nos exames de exposi¢cdo a luz e esmagamento, realizado nas duas
populagdes de B. peregrina, ndo foi verificada a presengca de cercarias ou
esporocistos de S. mansoni em nenhum exemplar expostos aos miracidios. A

taxa de mortalidade dos moluscos variou de 0 a 16%, conforme tab. 6.

Tabela 6 — Resisténcia de duas populagdes de Biomphalaria peregrina, RS, e uma
populagao de B. glabrata (controle), MG, a infec¢ao com a cepa LE de S. mansoni.

NuUmero Espécie de  Procedéncia Numero de % %

de molusco da miracidios/ de de
moluscos populacéo molusco infeccdo mortalidade

50 B. peregrina Dom Pedrito 100 0 4

50 B. peregrina Rio Grande 100 0 0

50 B. glabrata Barreiro de 20 52 16

Cima (MG)




6. Discussao

A ampla distribuicdo geografica e a importancia médica dos moluscos do
género Biomphalaria vém despertando a atencao de pesquisadores e tém sido
alvo de inumeros estudos, tanto no que se refere a determinagao das espécies
presentes nas diferentes regides do Brasil, bem como verificagdo da
possibilidade de ser um molusco suscetivel ao Schistosoma mansoni.

As espécies identificadas no presente estudo encontravam-se em uma
ampla variagdo de habitats, isto também foi observado por Paraense (1972)
quando salientou que as espécies de Biomphalaria ocupam areas geograficas
muito vastas, portanto adaptadas a grande variedade e a consideravel
amplitude de condigdes ambientais.

Nao foi observada a ocorréncia da mesma espécie em todos os habitats
estudados, sendo B. tenagophila guaibensis a espécie que apresentou a maior
variabilidade de habitats (canais de irrigagédo, canais secundarios de irrigagéo,
cérregos, pequenas colegcdes d’'agua e tanques de peixes). Na regido de
Guaiba, Paraense (1984) registra a ocorréncia de B. tenagophila guiabensis
apenas em valas de drenagem. Quando foi analisado o numero de populagdes
de diferentes espécies observou-se que B. tenagophila guaibensis apresentou
0 maior numero de populagées, tendo ocorrido em seis localidades de cinco
diferentes municipios (Arroio Grande, Camaqua, Dom Pedrito, Jaguarao,
Pelotas e Santa Vitéria do Palmar). Resultado semelhante foi observado por
Paraense (1984) em relacdo aos municipios de Arroio Grande, Jaguarao,
Pelotas. Ja no levantamento realizado por Teles et al. (1991) ndo houve
registro de nenhuma populagao de B.tenagophila guaibensis no Rio Grande do
Sul. Com isso, nesse estudo B. tenagophila guaibensis foi relatada pela
primeira vez para os municipios de Camaquéa, Dom Pedrito e Santa Vitoria do

Palmar.
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Diferentemente de B. tenagophila guaibensis, B.oligoza foi relatada em
apenas um tipo de habitat, sendo coletada em agudes dos municipios de
Cangugu, Capdo do Ledo e Sao Gabriel. A ocorréncia dessa espécie é o
primeiro relato em relagdo aos municipios acima citados. Devido as inevitaveis
adaptacdes das populagbes aos ambientes locais, nem sempre é possivel
generalizar os resultados dos estudos a totalidade das populagdes de uma
espécie (Paraense, 1972). Dessa forma, embora tenha sido observada nesse
estudo a presencga de B. oligoza em um unico tipo de criadouro, ndo se pode
limitar a ocorréncia dessa espécie a este habitat especifico.

As populagdes de B. peregrina encontradas ja haviam sido relatadas em
outros levantamentos malacolégicos (Paraense, 1966; Froes & Lima, 1975).
Essas populagdes foram coletadas em agudes, canais de irrigagdo e canais
secundarios de irrigacaos de plantagbes de arroz. Froes e Lima (1975) também
relatam a presenca de B. peregrina em canais de irrigacdo, como também em
colegdes de agua parada com a presenca de gramineas, habitats semelhantes
aos agudes de Bagé (EMBRAPA-CPPSul), Dom Pedrito (Chacara do Cedro),
Rosario do Sul (Estancia Santa Ambrosina) em que foram encontrados
moluscos B. peregrina. Semelhante habitat foi observado por Paraense (1966)
com presencga de B. peregrina em uma vala de drenagem no municipio de San
Jose de Maipo (Chile). Outro resultado similar foi relatado por Paraense (1985)
demonstrando a ocorréncia de B. peregrina nos municipios de Dourados (MS)
e Cuiaba (MT) em valas de drenagem de fazendas de frangos; verificou
também B. peregrina em mananciais naturais com pastagem, ambiente em que
nao foi observada essa espécie. Paraense (1966) também relata a ocorréncia
de B. peregrina em ambientes naturais como lagoas, brejos, pantanos, riachos
e arroios em Maldonado (Uruguai), lagoa rasa proxima ao rio Maipo com
presenca de algas Chlorophyta e pequenas lagoas em San Jose de Maipo
(Chile), bacias de drenagem do rio Salado (Argentina) e pantanos e suas
margens no Equador. Esse resultado é contrario ao observado nas populagdes
estudadas, uma vez que B. peregrina foi apenas relatada em habitats
modificados pelo homem.

Dentre as populagdes estudadas, 87% (13/15) foram coletadas em
ambientes modificados ou criados pelo homem, como acudes, canais de

irrigacao e plantag¢des de arroz, demonstrando a capacidade adaptativa dessas
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populacdes as alteragdes antropicas, bem como a possibilidade de adequacao
de espécies ainda nao relatadas para o Estado ou espécies vetoras da
esquistossomose. Isto também foi observado por Coimbra Jr. & Santos (1986)
observaram que os criadouros em que foi encontrado maior numero de
Biomphalaria spp. foram aqueles profundamente alterados pelo homem,
reforcando a hipotese da estreita associagdo homem/caramujo, além da
relacdo entre a quantidade de matéria orgénica no meio e a densidade de
caramujos.

As coletas dos moluscos em propriedades com plantio irrigado foram
realizadas em periodo pds-colheita, com menor quantidade de agua nos canais
de irrigacdo; mesmo assim foram encontradas diferentes espécies de
Biomphalaria nestes habitats, o que ndo foi observado por Kloos et al. (2001),
quando realizaram coletas de moluscos em canais pods-colheita em Minas
Gerais. Provavelmente essa diferengca esteja relacionada as diferentes
condicdes climaticas da regiao estudada.

A populagdo de B. tenagophila guaibensis de Arroio Grande
(Chasqueiro) foi encontrada, em uma pequena colegdo d’agua e corregos
provenientes do extravasamento da &agua excedente dos tanques de
piscicultura. Com isso € possivel supor que esses moluscos sejam
provenientes dos tanques de piscicultura, sendo disseminados pelo
extravasamento quando ocorre cheia dos tanques. Além disso, também se
pode atribuir a ocorréncia de espécies trazidas por peixes de outras
localidades, ja que o processo de quarentena nédo é realizado. Mesmo se
tratando de uma subespécie nao suscetivel ao S. mansoni, pode-se inferir que
ocorre a propagacao de moluscos através da estagdo de piscicultura, sendo
necessaria a vigilancia quando se trata da importagdo de peixes provenientes
de zonas endémicas da esquistossomose, sendo possivel a instalagdo de
novas espécies de Biomphalaria trazidas pelos peixes ou a agua onde estes
sao transportados. Além disso, devemos considerar as possiveis perdas
econdmicas, pois quando s&o encontrados esses moluscos vetores €
necessario o tratamento dos tanques, que pode levar a mortalidade total de
peixes.

A correta identificagdo dos moluscos do género Biomphalaria é

importante para a melhoria dos trabalhos de vigilancia epidemiolégica da
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esquistossomose, uma vez que permite detectar, com exatidao, as espécies
presentes em areas de transmissao, bem como em areas indenes, que na
presenca de determinadas espécies suscetiveis ou potencialmente suscetiveis
ao S. mansoni, podem vir a se tornar foco da doencga. Desde os primeiros
trabalhos baseados na morfologia da concha, seguidos de estudos sobre a
anatomia interna dos planorbideos, os pesquisadores procuram definir os
melhores caracteres para um diagnostico preciso e confiavel (Paraense, 1956,
1972, 1975).

Em alguns exemplares de B. tenagophila guaibensis observados no
presente estudo, podendo ser espécimes de uma mesma populagdo ou em
diferentes populagdes, foi observada uma pigmentagdo na parede do tubo
renal, sendo essa caracteristica nao relatada por Paraense (1984). Dentre as
espécies conhecidas no Brasil, a unica espécie que apresenta tubo renal
pigmentado, e também crista, € Biomphalaria glabrata, a principal espécie
transmissora do S. mansoni no Brasil (Paraense, 1975). Segundo Paraense
(1972) o carater definidor da B. glabrata é a crista pigmentada que se estende
ao longo da superficie ventral do tubo renal, além de ser a principal
caracteristica para a diferenciacdo de B. tenagophila. A presenca desta
pigmentacao no tubo renal de B. tenagophila guaibensis pode ser atribuida a
variagao intra-especifica da espécie, bem como a variagdo de coloragao
relacionada ao contato com as substancias corantes dissolvidas nas aguas dos
criadouros (Paraense, 1972). Mas isso nao atenua a possibilidade de
diagnodstico equivocado dessa espécie, bem como acgbes sanitarias
desnecessarias no combate a um possivel foco de espécie hospedeira da
esquistossomose, pois essa subespécie € sabidamente refrataria ao S.
mansoni (Paraense & Correa, 1987).

As populacdes de B. peregrina estudadas apresentaram caracteristicas
especificas que concordam com as relatadas na descricdo da espécie
realizado por Paraense (1966). De forma semelhante, as diferentes populagdes
de B. oligoza apresentaram caracteres similares aos descritos por Paraense
(1974).

No presente estudo foi possivel observar que a identificagcdo molecular
corrobora com os resultados obtidos através da analise morfolégica, sendo

ferramenta essencial em caso de caracteristicas duvidosas, como a presenga
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de pigmento no tubo renal de alguns exemplares B. tenagophila guaibensis.
Resultados semelhantes foram observados por varios autores (Caldeira, 1998a
e 1999; Spatz, 1999 e 2000; Vidigal, 1998 e 2000a), demonstrando que esses
dois métodos diagndsticos sdo completamente compativeis, sendo
aconselhavel a utilizacdo do método tradicional como rotina e analise molecular
para casos inconclusivos, visto o alto custo desta técnica.

A determinagcdo exata da espécie tem grande importancia
epidemioldgica, pois a identificagcdo equivocada de B. tenagophlia guaibensis
como sendo B. glabrata, uma vez que essas espécies foram relatadas
compartilhando o mesmo habitat no Estado sem competi¢do entre si (carvalho
et al., 1998), indicaria uma falsa populagdo de moluscos possivelmente
transmissores de S. mansoni, 0 que pode promover acdes sanitarias
desnecessarias, sendo esse processo oneroso € sem relevancia no que se
refere ao controle da esquistossomose.

O perfil molecular das populagdes de B. oligoza de Cangugu, Capao do
Ledo e S&o Gabriel corrobora com os resultados observados por Vidigal et al.
(2000Db).

Considerando-se a variabilidade genética existente nas amostras do S.
mansoni, o nivel de suscetibilidade ou resisténcia dentro de uma de populagao
de B. glabrata é definida pela propor¢cao de moluscos cujos gendétipos permitem
ou nao o desenvolvimento do parasita (Theron et al., 1997).

A obtencido de populagdes altamente suscetiveis € possivel através da
selecdo de geracgdes utilizando a autofecundagdao de moluscos suscetiveis a
infecgdo por S. mansoni, sendo possivel, apés a quarta geracédo, obterem-se
taxas de quase 100% de infec¢ao (Zuim et al., 2005).

O primeiro caso autéctone de esquistossomose no Rio Grande do Sul foi
registrado no municipio de Sao Valentim, em uma menina de nove anos
nascida no Rio Grande do Sul e com pais naturais de zona endémica desta
parasitose (Louzada, 1973). Em um levantamento planorbidico realizado por
Frées e Lima (1975) a unica espécie encontrada foi B. peregrina, ndo tendo
sido realizado qualquer teste de suscetibilidade com essa populagéo. Carvalho
et al. (1998) destaca a necessidade de estudos mais detalhados sobre esse
achado. Teixeira et al. (1999 e 2004) n&do consideram esse relato como o

primeiro caso autéctone, embora seja muito questionada a veracidade desses



68

resultados, ndo se pode descarta a hipétese da suscetibilidade da populagao
de B. peregrina, procedente de Sao Valentim, ao S. mansoni, podendo ser
essa a responsavel pela transmissdo da esquistossomose nesse caso
especifico.

Nas populagdes de B. peregrina testadas para suscetibilidade nesse
estudo (Dom Pedrito e Rio Grande), nao foi constatada a presencga de cercarias
ou esporocistos de S. mansoni, embora nao tenha sido realizada a
investigacdo em todas as populagdes encontradas na regido Sul do Rio Grande
do Sul, devido a ineficiente fertilidade desses moluscos em condi¢cdes de
laboratorio. Isso ressalta a necessidade de estudos mais detalhados sobre a
suscetibilidade de diferentes populacbes de B. peregrina no Estado e seu
possivel papel na transmissdo da esquistossomose nessa regido nao
endémica. Resultado semelhante foi observado por Souza et al. (1989), que
testaram uma populagdo de Santa Rita do Sapucai (MG) com trés cepas
diferentes de S. mansoni (Belo Horizonte, Sao José dos Campos, Alagoas),
sendo essa resistente a infeccdo a qualquer destas cepas. Paraense (1973)
também observou a resisténcia da populagao de B. peregrina de Pouso Alegre,
sendo essa regidao vizinha a Santa Rita do Sapucai (MG). Entretanto
populagdes de B. peregrina de Lapa (PR) e também procedentes do Equador
mostraram-se suscetiveis experimentalmente a infecgdo por S. mansoni,
podendo ser consideradas hospedeiras em potencial de S. mansoni nas
regides de origem (Paraense, 1973).

Essa variacdo de suscetibilidade demonstra as possiveis diferencas
entre as populagdes de B. peregrina, o que reafirma a necessidade de
verificagdo da suscetibilidade de maior numero de populagdes desta espécie
de molusco do Rio Grande do Sul, visto a possibilidade de ser potencialmente
um vetor da esquistossomose no Estado.

A taxa de mortalidade das duas populagcbes em que foi avaliada a
suscetibilidade variou de 0 a 4,17%, resultado diferente do observado por
Souza et al. (1988) que variou de 0 a 20%, sendo que trés das seis amostras
estudadas apresentaram indice superior a 12%. Para populagbes de B.
glabrata, utilizada como controle da infecgdo, foi observada a mesma
disparidade, sendo observado nesse estudo 16% de mortalidade e variagédo de

16 a 28%. Esses autores também demonstram que o numero de miracidios e
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as diferentes cepas (provenientes de trés regides distintas) utilizados para
infeccao dos moluscos nao interfere no indice de mortalidade.

Como no Rio Grande do Sul a ocorréncia de B. peregrina é observada
em varios municipios (Paraense, 1966) é necessario maior numero de
experimentos com populagdes de diferentes regides para verificar a
importancia epidemioldgica dessa espécie.

Embora seja reconhecido que o caminho mais adequado seja o do
saneamento basico associado ao tratamento especifico para o controle da
esquistossomose, sabe-se das dificuldades politica e econdmica do momento,
que impedem ou dificultam o uso destas medidas nos paises
subdesenvolvidos, e assim sendo, formas alternativas devem ser
desenvolvidas para combater a permanéncia e/ou expansdo dessa
enfermidade no Brasil (Katz, 1999).

Como os trematédeos apresentam alta especificidade quanto ao
hospedeiro intermediario e para seu controle € indispensavel a identificacao
precisa dos moluscos vetores, o dimensionamento das areas colonizadas por
essas espécies € bastante util ao controle e vigilancia epidemioldgica, na
medida em que permite o planejamento adequado das diversas atividades
previstas nos programas de controle da esquistossomose. Com isso destaca-
se a importancia de levantamentos malacoldgicos que visem o conhecimento
das diferentes espécies de Biomphalaria, a diversidade de habitats em que
estes sdo encontrados, bem como o estudo da suscetibilidade de espécies
vetoras ou potencialmente vetoras de S. mansoni, podendo assim estipular
estratégias para a vigilancia epidemioldgica da esquistossomose no Rio
Grande do Sul.



7. Conclusoes

E confirmada a ocorréncia de Biomphalaria oligoza, B. peregrina e B.

tenagophila guaibensis, na regido sul do Rio Grande do Sul.

Biomphalaria oligoza € o primeiro registro para os municipios de

Cangucgu, Capéao do Leao e Sao Gabriel,

Biomphalaria tenagophila guaibensis € o primeiro registro para os

municipios de Camaqua, Dom Pedrito e Santa Vitéria do Palmar;

Ha concordancia entres os resultados obtidos através da identificagao

morfolégica e molecular das espécies de Biomphalaria;

PCR-RFLP é uma técnica complementar confirmatoria para identificagao

de espécies de Biomphalaria;

E possivel obter em laboratério a geracédo F1 a partir de populacdes de

B. peregrina e B. tenagophila guaibensis de campo;

As duas populagdes de B. peregrina, infectadas experimentalmente em
laboratorio, sdo resistentes a infecgdo de Schistosoma mansoni (cepa
LE).
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