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RESUMO

Casotti MO. Diagnéstico da infeccdo de Biomphalaria glabrata por Schistosoma
mansoni em area de baixa endemicidade, no Estado de S&o Paulo, utilizando
técnicas de biologia molecular [dissertacdo]. S&o Paulo: Universidade de Sao Paulo,
Faculdade de Medicina; 2019.

Aproximadamente 240 milhdes de pessoas no mundo estdo infectadas pelo
Schistosoma mansoni (S. mansoni). No Brasil, os principais objetivos do programa
de controle da esquistossomose sao os de reduzir a infeccdo humana em é&reas
endémicas, e de conter sua expansao. O principal hospedeiro intermediario deste
parasita é o caramujo Biomphalaria glabrata (B. glabrata). O diagndéstico
convencional da infeccdo por S. mansoni em Biomphalaria feito rotineiramente é
ineficaz mediante algumas condigbes. Assim, 0 objetivo desse estudo foi
desenvolver e padronizar técnicas moleculares sensiveis e especificas para detectar
a infeccdo por S. mansoni em caramujos B. glabrata procedentes de uma area de
baixa endemicidade (Ourinhos/SP). Moluscos de  Ourinhos/SP  foram
adequadamente transportados para o Laboratério de Imunopatologia da
Esquistossomose da Universidade de Séao Paulo (LIM-06), que ja mantinha
rotineiramente moluscos B. glabrata, linhagem BH. Foram testados protocolos da
Reacdo em Cadeia da Polimerase convencional (cPCR) e TagMan®Reacdo em
Cadeia da Polimerase (TagMan®gPCR) para o diagndstico da infeccdo no molusco.
Dois grupos com 10 caramujos por linhagem (BH e Ourinhos) foram expostos a
crescentes cargas parasitarias (1, 5, 10, 20, 30 miracidios) de S. mansoni (BH) e
avaliados em dois periodos diferentes do ciclo assexuado: 72 horas e 14 dias ap0s
exposicao. A extracdo de DNA de S. mansoni (BH) foi realizada em tecido da regido
cefalopodal dos caramujos utilizando o QIAmp®DNA MiniKit (Qiagen). O DNA
extraido foi quantificado em Nanodrop®. Para amplificacéo, utilizou-se trés primers
sendo as sequéncias 28S do DNAr (cPCR), COX 1 do DNAmt e sequéncia de
repeticdo em tandem (TagMan®gPCR). A visualizagéo dos produtos de amplificacéo
do DNA na cPCR foi feita em gel de agarose 2%, na TagMan®gPCR os dados foram
interpretados com valores expressos em Ct (Cycle Threshold). Realizou-se a
inoculacdo de hamsters com cercarias oriundas de B. glabrata (Ourinhos/SP)
infectados com miracidios BH. Observamos os seguintes resultados: implantacdo da
linhagem laboratorial de B. glabrata (Ourinhos/SP); Presenca de bandas nitidas com
350 pb na reacdo de cPCR, além de produtos de amplificagdo do DNA de S.
mansoni na TagMan®qPCR expressos em Ct (Cycle Threshold). Essa positividade
foi observada em ambos os periodos pos-exposicdo nos dois métodos moleculares
empregados. A presenca de alteracbes anatomopatologicas no hamster infectado,
demonstra a capacidade que esse molusco tem de completar seu ciclo infeccioso.
Os resultados demonstram que, mesmo em condi¢des de restricdo experimental,
esse molusco foi capaz de se reproduzir e manter um novo ciclo laboratorial de uma
nova linhagem B. glabrata (Ourinhos/SP). Além disso, as técnicas moleculares foram
sensiveis na detecgdo do DNA dos moluscos Ourinhos infectados pelo S. mansoni
cepa BH. Portanto, € um estudo que podera promover o monitoramento e a gestao
das colecbes hidricas nas areas de baixa endemicidade melhorando o impacto
dessa parasitose na qualidade de vida dessas populagdes.

Palavras-chave: Epidemiologia Molecular. Esquistossomose. Diagndstico.
Biomphalaria. Vigilancia. Helmintos.



ABSTRACT

Casotti MO. Diagnose of Schistosoma mansoni infection of Biomphalaria glabrata in
an area of low endemicity in the State of S&o Paulo using molecular biology
techniques [dissertation]. Sdo Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de
Medicina; 20109.

Approximately 240 million people worldwide are infected with Schistosoma mansoni
(S. mansoni). In Brazil, the main objectives of the schistosomiasis control program
are to reduce human infection in endemic areas, and to restrain its expansion. The
main intermediate host of this parasite is the snail Biomphalaria glabrata (B.
glabrata). The conventional diagnosis of S. mansoni infection in Biomphalaria is
routinely inappropriate under some conditions. The objective of this study was to
develop and standardize sensitive and specific molecular techniques to detect S.
mansoni infection in B. glabrata snails from an area of low endemicity (Ourinhos/SP).
Molluscs from Ourinhos/SP were adequately transported to the Laboratory of
Immunopathology of Schistosomiasis in University of Sdo Paulo (LIM-06), which
already routinely kept B. glabrata molluscs, BH lineage. Conventional Polymerase
Chain Reaction (cPCR) protocols and TagMan® Polymerase Chain Reaction (qQPCR
TagMan®) were tested for molluscum infection diagnosis. Two groups of 10 snails
per lineage (BH and Ourinhos) were exposed to increasing parasitic loads (1, 5, 10,
20, 30 miracides) of S. mansoni (BH) and evaluated in two different periods of the
asexual cycle: 72 hours and 14 days after exposure. Extraction of S. mansoni (BH)
DNA was performed on cephalopodal region tissue of snails using QiAmp DNA
MiniKit® (Qiagen). The extracted DNA was quantified in Nanodrop®. For
amplification, three primers of the 28S rDNA sequences (cPCR), COX 1 from mtDNA
and tandem repeat (QPCR TagMan®) were used. Visualization of the DNA
amplification products in the cPCR was done on 2% agarose gel, in TagMan® gqPCR
the data were interpreted with values expressed in Ct (Cycle Threshold). In addition,
hamsters were inoculated with cercériae from B. glabrata Ourinhos/SP infected with
BH miracidea. We observed the following results: implantation of the laboratory
lineage of B. glabrata Ourinhos/SP; presence of clear bands with 350 bp in the cPCR
reaction, in addition to amplification products of S. mansoni DNA in TagMan® gPCR
expressed in Ct (Cycle Threshold). This positivity was observed in both post-
exposure periods of the two molecular methods employed. The presence of
anatomopathological changes in infected hamsters demonstrates that, even under
conditions of experimental restriction, this mollusk was able to reproduce and
maintain a new laboratory cycle of a new lineage, and completimg the asexual cycle
in the intermediate host and the sexual cycle in the final host B. glabrata
(Ourinhos/SP). Thus, molecular techniques were sensitive and specific in detection
of the DNA from molluscs Ourinhos/SP infected by S. mansoni strain BH. Positivity of
both molecular methods anticipate the diagnosis of molluscum when compared to
traditional methods. Therefore, it is a study, which increases pre-patent diagnostic
stage of infection, and can promote the monitoring and management of water
collections in low endemic areas, improving the impact of this parasite on the quality
of life of these populations.

Keywords: Molecular Epidemiology. Schistosomiasis. Diagnosis. Biomphalaria.
Surveillance. Helminths.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose mansoni (EM) é uma infeccéo parasitéria, que representa
um grave problema de saude publica, pois € observada em mais de 74 paises,
cursando com prevaléncia mundial estimada em 240 milhdes de individuos
infectados (WHO, 2016).

Na América Latina e Central a doenca estd presente no Brasil, Venezuela,
Porto Rico, Antilhas e Suriname (Menezes; Carmo; Samico, 2012). No territorio
nacional, o Ministério da Saude estima uma prevaléncia média de sete milhdes de
individuos infectados, estando a maior parte dos casos de EM concentrados nos
estados do Nordeste (Brasil, 2013).

O trematédeo Schistosoma mansoni (SM), agente causador dessa doenca, foi
descrito primeiramente em 1907, pelo inglés Sambon. A forma mais grave da EM
apresenta altos indices de morbidade e mortalidade, onde a eliminagdo dessa
helmintose s6 sera possivel por meio de medidas que interrompam o ciclo de
desenvolvimento desse parasito (Katz e Almeida, 2003; Rey, 2002).

Por essa razdo, em 2012, na dultima Assembléia Mundial da Saude, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estabeleceu metas onde, até 2020 para
zonas de baixa endemicidade, deveriam ser desenvolvidos processos visando o
controle da morbidade e erradicagcdo naqules locais que dispbe de recursos.
Juntamente, a eliminacdo foi tratada como uma questdo de saude publica (King,
2017; Toor et al., 2018).

O ciclo do SM é complexo e constituido de uma fase assexuada no interior do
molusco hospedeiro intermediario, e uma sexuada que tera seu fechamento no
hospedeiro definitivo. Assim, a parasitemia se inicia quando as fezes do individuo
infectado contendo ovos de SM séo eliminados em colec¢des hidricas (Figura 1).

Os ovos, quando entram em contato com a agua, eclodem originando o
miracidio, o qual constitui no primeiro estagio de vida livre do SM, o qual infectara
um caramujo do género Biomphalaria. O miracidio possui formato oval, é revestido
por numerosos cilios e mede de 150-170 um de comprimento por 60-70 um de
largura (Katz e Almeida, 2003). A atracdo ao caramujo ocorre devido aos
quimiorreceptores localizados nas fibras conectadas as células nervosas do
parasito. Esses quimiorreceptores sao capazes de perceber substancias do muco
produzidas no molusco, possibilitando o encontro de ambos (Carvalho; Coelho;

Lenzi, 2008). Hassan et al. (2003) constataram que o movimento das larvas



aumenta quando colocadas em agua previamente condicionada pela presenca de B.

glabrata.

Figura 1 - Ciclo biolégico de S. mansoni
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Fonte: modificado de CDC https://www.cdc.gov/parasites/schistosomiasis/biology.htm

Cerca de quarenta e oito horas ap0s a penetracdo no caramujo, 0s miracidios
perdem algumas estruturas (glandulas de adesdo e penetracdo, epitélio ciliado,
sistema nervoso entre outros). Essa perda acarreta na formacdo de sacos
cuticulares com células germinativas que estdo em constante multiplicacdo, muitas
vezes dobrando seu tamanho. Esta estrutura € denominada esporocisto primario,
esporocistos mae ou, simplesmente, esporocisto | (Guaraldo et al., 1981; Carvalho;
Coelho; Lenzi, 2008).

O local de penetracdo pode ser representado por qualquer ponto das partes
expostas do caramujo, porém, a massa cefalopodal, principalmente a base das
antenas e o pé, sao pontos preferidos (Carvalho; Coelho; Lenzi, 2008).

Apds 72 horas, o esporocisto | dobra de tamanho, e em 14 dias decorridos
apos a penetracdo do miracidio, se iniciara a formacao do esporocisto secundario,
ou esporocisto Il. Esta diferenciacdo ocorre no interior de ramificacdes tubulares,
que se formaram preenchendo todos o0s espacgos intercelulares no interior do

esporocisto I.


https://www.cdc.gov/parasites/schistosomiasis/biology.htm

Apds o 18° dia, esses sacos cuticulares se rompem liberando os esporocistos
II, que migrardo até a glandula digestiva e demais tecidos onde ocorrera a formacgéao
da cercaria no interior do molusco (Barbosa, 1995; Carvalho; Coelho; Lenzi, 2008).

Em condi¢cdes adequadas de temperatura, luz e calor, no contato do caramujo
com colec¢Bes hidricas, ocorrera a liberagdo da cercaria, sendo esta o ultimo estagio
de vida livre de S. mansoni, fechando assim o ciclo assexuado do parasito e dando
inicio a fase sexuada, que ocorrera apdés a penetracdo da cercaria no corpo do
hospedeiro definitivo que deve ser um mamifero vertebrado.

Neste evento, a cercaria perde a cauda e perfaz um percurso inicialmente
extravascular, posteriormente caindo na circulagéo sistémica e mudando aspectos
de sua morfologia. Ao cair na circulacdo sistémica, o parasita passara pelos
pulmdes, onde migrara para o sistema porta-hepatico e chegara ao figado na forma
adulta e com sexagem ja estabelecida (Espirito-Santo, 2013; Carvalho; Coelho;
Lenzi, 2008).

A perpetuacdo do ciclo ocorrerd com a migracdo dos vermes adultos ao
intestino, onde terd inicio o acasalamento de machos e fémeas, caracterizando o
inicio do processo de oviposicdo na luz intestinal eliminando os ovos juntamente
com as fezes do individuo infectado (Watson et al., 1960; Brasil, 2008; Carvalho;
Coelho; Lenzi, 2008; Espirito-Santo et al., 2012, 2014; Palasio et al., 2019).

A esquistossomose aguda quanto a patologia, se apresenta pela presenca de
superestimulacdo do sistema imune, e processo inflamatério gerando numerosos
granulomas periovulares no figado, intestinos e pulmdes. Na fase crbnica, estes
granulomas periovulares se formam nas ramificacbes da veia porta, caracterizando
hepatoesplenomegalia com evolucdo para posterior fibrose hepatica periportal,
podendo levar a formacédo de circulacdo colateral e inclusive ao 6bito do individuo

acometido (Carvalho; Coelho; Lenzi, 2008; Espirito-Santo et al., 2014).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Em um estudo, Guaraldo et al. (1981) relatou a existéncia de um estimulo que
induz a diferenciacdo do esporocisto primario para o secundario, sendo fundamental
a chegada ao hepatopancreas ou ovotestis, pois, somente nestas regides é que se
encontraram esporocistos secundarios maduros e com cercarias bem diferenciadas.

Além de fatores quimiotaticos, também ha caracteristicas intrinsecas ao
molusco que tornam a infec¢do do parasito mais propicia. Das espécies hospedeiras
naturais de S. mansoni, a B. glabrata é considerada a com maior probabilidade de
completar o ciclo do parasita. A susceptibilidade entre B. tenagophila e B. glabrata
com linhagens BH de S. mansoni foi comparada e verificou-se que cerca de 40%
das B. glabrata estavam infectadas, em vista de somente 6,6% de B. tenagophila
liberaram cercéarias (Santana; Magalhdes; Rangel, 1978). Este fato se repetiu nas
geracdes seguintes destes caramujos, caracterizando a B. glabrata como a espécie
hospedeira intermediéria natural de SM mais adaptada e provavel de perpetuar o
ciclo da parasitemia (Guaraldo et al., 1981).

Em outro estudo, analisou-se as reacfes amebocitarias em B. glabrata de Belo
Horizonte (BH) e em B. tenagophila de Sédo José dos Campos (SJ) expostas ao S.
mansoni das linhagens BH e SJ, respectivamente (Guaraldo et al., 1981). Foi
verificado que na linhagem SJ houve um grande numero de esporocistos
degenerados, enquanto que, na primeira espécie predominavam esporocistos
viaveis.

Em estudo recente usando andlises baseadas em modelos mateméaticos que
visam a investigacdo da viabilidade das estratégias de controle da esquistossomose,
que tem como propdsito contemplar as metas atuais da Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) menciona que esta relagdo depende principalmente da configuracéo
das areas de transmissdo. Isto é, em regibes de baixa prevaléncia, ha alta
probabilidade de alcancar os objetivos, entretanto, em regides de prevaléncia
moderada a alta, adaptacdes programaticas e modificacdes das diretrizes atuais sdo
necessarias para atingir as metas (Toor et al., 2018).

Niveis mais amplos e abrangentes de cobertura de um tratamento
epidemioldgico por faixa etaria aumentardo a probabilidade de cumprir com os
objetivos, podendo trazer a tona discussfes sobre o futuro da esquistossomose
(Toor et al., 2018).



As areas de transmissdo autoctone da EM no estado de S&o Paulo estédo
localizadas no Vale do Ribeira, Vale do Paraiba, Litoral Norte, Baixada Santista,
Grande Campinas e alguns municipios da Regido Metropolitana de Séo Paulo,
incluindo a capital (Brasil, 2008) onde a espécie B. tenagophila é predominante
(Carvalho; Coelho; Lenzi, 2008). A Unica excecdo esta relacionada com 0s casos
procedentes dos criadouros naturais de B. glabrata, restritos a cole¢cdes de agua no
trecho médio do Rio Paranapanema (Figura 2) onde a espécie coloniza inUmeras

colec@es hidricas (Palasio et al., 2019).

Figura 2 - Mapa modificado da distribui¢éo das bacias hidrograficas do Estado de S&o Paulo com
destaque ao trecho médio do Paranapanema
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Fonte: Sistema Integrado de Gerenciamento de Recursos Hidricos.
[http://www.sigrh.sp.gov.br/cbhmp/apresentacao]

O processo de industrializacdo e desenvolvimento agricola atrelado a visado
comercial capitalista acarretaram em processos como o éxodo-rural, produzindo
muitas vezes uma ocupacdo desordenada de terras. De maneira geral, estes
eventos estdo relacionados ao rapido processo de urbanizacdo desencadeado na

regido sudeste, principalmente na segunda metade do século XX, tornando-se um


http://www.sigrh.sp.gov.br/cbhmp/apresentacao

desafio o estabelecimento de uma relacdo sustentavel entre sociedade e natureza
(Laurenti & Piroli, 2012).

No que diz respeito a Ourinhos, a ocupacédo urbana gerou impactos ambientais
duradouros sobre os sistemas hidricos da paisagem, sendo estes todos

pertencentes as microbacias afluentes dos Rios Pardo e Paranapanema (Figura 3).

Figura 3 - Mapa de localizacdo da area de estudo no municipio de Ourinhos/SP
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Fonte: Laurenti & Piroli (2012).

As cinco referidas microbacias tem como canal principal os corregos, Aguas
das Furnas, Christoni e Veada que desaguam no rio Pardo e os cérregos Aguas do
Jacu, Monjolinho e Chumbeadinha, que desaguam no rio Paranapanema (Figura 4).
Todos os coOrregos apresentados possuem suas areas de cabeceiras ocupadas por
atividades humanas, sejam elas, industriais, comerciais ou residenciais. O que
importa nessa observacdo é o fato de estarmos tratando do sistema hidrico
(nascentes, coOrregos, reservatorios), seja em micro ou macro escala. As acgdes

humanas irdo refletir inevitavelmente em todo o sistema (Laurenti & Piroli 2012).



Figura 4 - Mapa de localizagéo das microbacias hidrograficas no perimetro urbano de Ourinhos/SP
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Fonte: Laurenti & Piroli (2012).

Neste contexto, Palasio et al. (2019) estudaram a distribuicéo e identificacao de
espécies no Estado de S&o Paulo, apontando a presenca de B. glabrata neste
municipio, estando estes localizados no cérrego Christoni. Em Ourinhos também
foram registrados um total de 16 casos autéctones de esquistossomose no periodo
de 2008 a 2010, de acordo com o CVE (Centro de Vigilancia Epidemiolégica, SP,
Brasil).

A definicdo da B. glabrata como o hospedeiro intermediario mais adaptado ao
ciclo de S. mansoni, associado ao potencial reprodutivo da espécie sdo dados que
tornam esse local interessante quando se deseja estudar a possibilidade de infeccéo
por cepas de miracidios importados, o que poderia representar um risco para essa
regido aumentar sua endemicidade, uma vez que se trata de um municipio em que

se inserem atividades agricolas e processos migratorios (Laurenti & Piroli, 2012).

2.1 A tecnologia molecular no diagnéstico de S. mansoni

O método diagndstico mais utilizado na rotina laboratorial é a detec¢éo de ovos
de S. mansoni nas fezes, no entanto, ao longo dos anos, foram feitas diversas
modificacdes no diagndstico com os detritos fecais, uma vez que, caso o individuo
possuisse uma carga parasitaria muito baixa, dificultaria a visualizacdo dos ovos

pelo exame das fezes (WHO, 2009; Teixeira, 2011). Diante desse fato, 0s ensaios



imunolégicos e de biologia molecular representam uma alternativa para o
diagnéstico da infeccdo humana com o S. mansoni (Teixeira, 2011).

As técnicas de biologia molecular representam uma importante ferramenta para
o diagnostico de diversos patdégenos, devido a sua alta sensibilidade e a capacidade
de diferenciar as espécies do mesmo género. A PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase - do inglés “Polymerase Chain Reaction”) identificou S. mansoni em
amostras de fezes e urina humanos e em caramujos infectados (Steinauer; Blouin;
Criscione, 2010). Além disso, marcadores genéticos, como microssatélites e DNA
mitocondrial vém sendo usados como uma ferramenta de investigagdo em
frequéncias de migracéo populacional (Durand; Sire; Théron, 2000).

A Tabela 1 apresenta uma sintese dos trabalhos desenvolvidos por meio de
marcadores moleculares com o objetivo de aprimorar o diagnostico de espécies de
Schistosoma mansoni e Schistosoma haematobium nos hospedeiros definitivos e

intermediérios.



Tabela 1 - Evolucdo temporal da investigacdo do genoma das espécies de Schistosoma spp. e
descobrimento de métodos diagnésticos em material biolégico humano

Arquivo/Ano

Tema

Técnica
(marcador
utilizado)

Objetivo

Le; Blair e Projeto genoma Sequenciamento de Genotipagem do
McManus, Séhistgsoma D?\IA mitocondrial DNA mitocondrial de
2000 Schistosoma spp.
Reconhecimento de
sequéncias repetidas
Hamburger . Clonagem de DNA Coa .
et al., 1991 de S. mansoni com mitocondrial Vigilancia ambiental
probe espécie
especifica
Jannotti-Passos Idrenrglrf;c;:;iaeon:ieBS. LS-PCR? Vigilancia
et al., 1997 ' Multiplex PCR epidemiolégica

glabrata

Pontes; Dias-Neto e

Identificacdo de S.
mansoni em

Aprimoramento de

Rabellos, : PCR convencional . P
amostras fecais e diagnostico
2002
soro humano
Identificacdo de
Sandoval Schistosoma spp. em PCR-SSP? Aprimoramento de
et al., 2006 (b) amostra de urina diagndstico
humana
Detecc¢éo da carga
ten Hove parasnanq de S. PCR Real Time Vigilancia
et al., 2008 mansoni e S. PCR multiplex epidemiolégica
v haematobium em
amostras fecais
Identificacéo de ovos
Gomes de Schistosoma spp. : Aprimoramento de
PCR convencional . P
et al., 2009 em amostra de fezes diagnéstico
humanas
Wichmann Ag:“SS erg:nzgenﬁeenrﬁa PCR convencional Investigacdo da
et al., 2009 X PCR Real Time carga parasitaria

plasma humano

Enk; Oliveira e
Rodrigues,
2010

Andlise de método
de extracdo de DNA
de S. mansoni em
urina infectada
artificialmente

PCR convencional

Aprimoramento de
diagnéstico

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).
LS-PCR? (Low stringency polymerase chain reaction); PCR-SSP2 (sequence-specific primers).



10

2.2 Morfologia do Biomphalaria

Os caramujos do género Biomphalaria apresentam uma concha planispiral,
com diametro variando nos individuos adultos entre sete milimetros (mm) a 40 mm.

A cor natural da concha é amarelo-palha, mas modifica-se em contato com
substancias corantes dissolvidas na agua dos criadouros, como o éxido de ferro, que
confere as conchas coloragdo mais escura, passando por varios tons de marrom até
0 negro.

No caso da B. glabrata, conforme demonstrado na Figura 5, a diferenciacéo e a
determinacdo da espécie podem ser feitas facilmente ao observar a presenca de
uma crista renal no interior do manto, visualizada na secc¢ao longitudinal do molusco
(Paraense, 1975).

Figura 5 - Morfologia do B. glabrata

Fonte: Paraense, 1975.

A) Desenho da concha de B. glabrata: vista do lado direito, vista frontal e vista do lado esquerdo,
respectivamente; B) manto de um exemplar adulto, onde se vé a crista renal; C) manto de um
exemplar jovem com linha renal pigmentada; D) sistema reprodutor: canal coletor do ovotestis (cc),
encruzilhada genital (eg), ovispermiduto proximal (odp), ovispermiduto distal (odd), ovotestis (ot) e
vesicula seminal (vs); estruturas masculinas: bainha do pénis (bp), canal deferente (cd), espermiduto
(ed), masculos do complexo peniano [retrator (mr) e protrator (mp)], prepucio (pp) e prostata (pr);
estruturas femininas: bolsa do oviduto (bo), bolsa vaginal (bv), espermateca (es), glandula nidamental
(gn), oviduto (ov), vagina (va) e Utero (ut); coracdo (co), pericardio (pe), glandula de albumen (ga),
veia pulmonar (vp), veia renal (vr), tubo renal (tr), crista lateral (cl), crista renal (cr), linha renal
pigmentada (Ir), colar do manto (cm), ureter (ur), meato do ureter (mu) e pneuméstoma (pn).



11

Esses animais séo hermafroditas, predominando a fecundagéo cruzada sobre a
autofecundagéo, a qual, ocorre somente quando isolados. Paraense (1975)
demonstrou que um unico exemplar de B. glabrata pode produzir 10 milhdes de
descendentes em trés meses. Entretanto, a fecundacdo cruzada prevalece em
condi¢des naturais, devido a maior variabilidade genética observada na reproducéo
dos descendentes conferindo melhores caracteristicas adaptativas.

2.3 Epidemiologia da esquistossomose mansoni no Estado de Sédo Paulo

A introducdo da esquistossomose no Brasil foi consequéncia da exploracao da
forca de trabalho que caracterizou a expanséo do capitalismo mercantil em Portugal,
de forma escravista, amplamente empregado nas coldnias ultramarinas (Chieffi e
Waldman, 1988).

A disseminacdo dessa endemia pelo territério brasileiro teve como
determinante a forma como se processou a acumulagao de riquezas, nas diferentes
areas, condicionando um desenvolvimento desigual da economia (Chieffi e
Waldman, 1988).

Freitas (1972) reporta fatores importantes para a expansao da
esquistossomose em territério nacional, tais como: a existéncia de correntes
migratorias originarias de focos hiperendémicos, a existéncia de hospedeiros
intermediarios suscetiveis em extensas areas do pais e a deficiéncia do controle
sanitario.

Em 1952, Ferreira e Meira descrevem 0s primeiros casos autoctones distantes
do litoral (do Estado de Sao Paulo) e localizados nos municipios de Ourinhos,
Ipaucu e Palmital.

A presenca de B. glabrata em Ourinhos torna esta area um ponto chave para o
desenvolvimento de estudos que aprimorem as medidas de controle na vigilancia de
areas endémicas, as quais, agregadas a caracteristicas geograficas favoraveis,
podem constituir um risco no aumento da transmissao e endemicidade local (Palasio
et al., 2019).

Historicamente, Magalhdes e Dias (1973) estudaram a suscetibilidade da B.
glabrata de um foco de EM no municipio de Ourinhos, induzindo a eliminagédo de
cercarias por meio da exposicdo dos caramujos a luz. Com isso, observaram uma

alta afinidade desses moluscos a infec¢des pelas linhagens BH e SJ de S. mansoni.
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Entretanto a acdo de determinados componentes metabdlicos liberados pelas
cercarias, associado a compressdo dos tecidos pelos parasitos e a formagédo de
émbolos na hemolinfa sdo fatores culminantes para a mortalidade precoce do
hospedeiro intermediério, dificultando a vigilancia dessa parasitose, e a avaliacao
dessa susceptibilidade nos trabalhos de campo (Carvalho; Coelho; Lenzi, 2008;
Barbosa, 1995).

2.4 Deteccao de moluscos infectados com S. mansoni

O diagndstico convencional da infeccdo por S. mansoni em Biomphalaria é feito
rotineiramente também pela exposicdo dos moluscos a luz artificial e identificacédo
das cercarias (Carvalho; Coelho; Lenzi, 2008; Caldeira; Jannotti-Passos; Santos
Carvalho, 2017). Pode ainda ser utilizado o esmagamento dos moluscos entre
placas de vidro. Neste ultimo caso, além das cercarias, pode-se também observar a
presenca de esporocistos, principalmente se estes estiverem na glandula digestiva.

Em contrapartida, quando os esporocistos sdo imaturos e localizados na regiao
do cefal6podeo, inviabiliza-se o diagnéstico com este método empregado na rotina.
Outro empecilho encontrado para o diagnéstico da infeccdo em moluscos coletados
no campo, é a distancia do local de coleta até o laboratério de diagnostico, o que
pode acarretar a morte de muitos exemplares durante o transporte. Em decorréncia
disto, vém sendo atualmente estudado o emprego de técnicas moleculares, afim de
auxiliar o diagnéstico de moluscos infectados (Carvalho; Coelho; Lenzi, 2008;
Caldeira; Jannotti-Passos; Santos Carvalho, 2017).

Gracas ao advento da PCR foi possivel obter um avanco no diagnéstico da
infecgdo pré-patente em B. glabrata. De fato, utilizando a nested PCR foi possivel
detectar a presenca de S. mansoni em B. glabrata e diferenciar de outros
trematddeos (Hanelt et al.,, 1997). Porém, esta técnica tem como desvantagem a
falta de um controle interno da reacao, além da possibilidade de contaminagcédo, uma
vez que, se trata de duas reacbes sequenciais de PCR que amplificam pares de
iniciadores especificos para a regido 18S do DNAr de S. mansoni.

Uma outra abordagem da PCR, a multiplex-PCR, foi estudada também para o
diagnostico da infec¢cdo em B. glabrata (Janotti-Passos et al., 1997, 2006), com ela
foi possivel detectar a infeccdo no periodo pré-patente inclusive em moluscos

mortos ha 24 horas, bem como, diferenciar S. mansoni de dois outros trematdédeos
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(C. caratinguensis e C. macrogranulosa) (Janotti-Passos et al., 1997; Caldeira;
Jannotti-Passos; Santos Carvalho, 2017).

Mais recentemente o advento da LAMP-PCR possibilitou também uma
investigacdo visando facilitar o método de deteccdo do molusco infectado, neste
altimo caso, por meio de uma técnica em que ndo € necessario a utilizacdo de
termociclador (Abbasi et al., 2010; Gandasegui et al., 2016; 2018; Caldeira; Jannotti-
Passos; Santos Carvalho, 2017).

Por fim, a implantacdo da biologia molecular possibilitou, entre outros, a
geracdo de novos conhecimentos sobre a sisteméatica e genética de popula¢gdes dos
moluscos, 0s quais, sabe-se que possuem papel crucial na transmissao da
esquistossomose humana. Como consequéncia, enquanto que em S. mansoni,
observa-se que o polimorfismo genético é limitado, em B. glabrata é muito
pronunciado. Isto sugere que a genética do hospedeiro intermediario pode
desempenhar papel muito mais importante na determinagédo da epidemiologia da
doenca do que do proprio parasita (Simpson et al., 1995; Theron et al., 2014,
Carvalho; Coelho; Lenzi, 2008).
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3 JUSTIFICATIVA

No municipio de Ourinhos, SP, Brasil, foram registrados um total de 16 casos
autoctones de EM no periodo de 2008 a 2010, de acordo com o Centro de Vigilancia
Epidemioldgica (CVE). Esses dados fazem com que a regido tenha potencial para se
transformar em uma area de maior endemicidade considerando-se: a presenca de B.
glabrata como hospedeiro intermediario mais suscetivel a infeccao pelo S. mansoni;
a possibilidade de processos migratorios populacionais; as atividades laborais,
culturais e de lazer locais e as condi¢cdes geograficas e ambientais. Esses fatores
favorecem ndo s6 a introducdo de cepas importadas do parasito, como também, o
aumento da incidéncia dos casos autoctones.

Dessa forma, esse estudo pretende aprimorar o diagndstico no hospedeiro
intermediario por meio das técnicas moleculares na fase pré-patente da infeccao.
Diante disso, também se considerou importante avaliar a possibilidade de infeccéo
do hospedeiro definitivo por meio da inoculagdo das cercarias diferenciadas dentro
de uma nova linhagem laboratorial de caramujos (Ourinhos, SP).

A infeccdo do parasito que se desenvolve durante a fase pré-patente da
infeccdo no hospedeiro intermediario pode ser verificada pela deteccdo das formas
parasitarias intra-moluscos. Dessa forma, propomos padronizar a identificacdo
molecular do DNA genbmico parasitario em B. glabrata infectado experimentalmente
(Caldeira; Jannotti-Passos; Santos Carvalho, 2017).

Trata-se de uma pesquisa relevante para os trabalhos referentes ao
aprimoramento da vigilancia da EM, contribuindo com estudos que corroborem com
as diretrizes estabelecidas para o controle da esquistossomose nos préximos anos
(WHO, 2016). Sabe-se que a deteccdo de moluscos positivos é tarefa dificil em
regides de média e alta endemicidade, a dificuldade aumenta ainda mais em
situacdo de baixa endemicidade, as quais tornam muito mais ardua a procura de
focos de infeccédo, uma vez que uma baixa carga parasitaria ndo impede a infeccéo
humana (Carvalho; Coelho; Lenzi, 2008).

Diante destes fatos, e por todas as caracteristicas descritas previamente,
decidiu-se eleger o municipio de Ourinhos como principal alvo no estudo, uma vez
que, negligéncias na vigilancia de areas em potencial para perpetuacdo desta
parasitemia podem impactar no desenvolvimento humano, urbano e na qualidade de
vida das populacdes locais, sendo também um contraponto a emenda proposta na

ultima Assembléia Mundial de Saude.
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4 OBJETIVO GERAL
Desenvolver e padronizar técnicas moleculares sensiveis e especificas para
detectar a infec¢do por S. mansoni em caramujos B. glabrata procedentes de area

de baixa endemicidade.

4.1 Objetivos secundarios:

a) desenvolver e estabelecer o ciclo experimental da infecgdo por S. mansoni
em linhagem de caramujos B. glabrata coletada do municipio de Ourinhos,
bairro Christoni;

b) avaliar o grau de infecciosidade das cercérias liberadas pelos caramujos
coletados no bairro Christoni (Ourinhos, Sdo Paulo, SP);

c) padronizar a detec¢do de esporocistos primarios de S. mansoni por PCR em
B. glabrata (linhagem BH) experimentalmente infectado;

d) comparar a sensibilidade da PCR para deteccdo de esporocistos primarios
de S. mansoni em B. glabrata ap6s 72 horas e 14 dias da infecgéo
experimental com diferentes cargas parasitarias (5, 10, 20 e 30 miracidios) em
B. glabrata (BH) j& existente no ciclo rotineiro do laboratério, com as

recentemente introduzidas (Ourinhos, SP).
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5 METODOLOGIA
5.1 Aspectos Eticos

O presente projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pela Comisséo de
Etica e Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de SZo Paulo (Projeto
Numero 1012/2018) e ao Comité de Etica e Pesquisa envolvendo Animais, do
Instituto de Medicina Tropical (Projeto Numero 000354), de acordo com as normas,
que cumprem as Leis (6.638/79 e 9605/98), o Decreto 24.645/34, os Principios
Eticos na Experimentacdo Animal (COBEA) (Genebra, 1985) e outras instrucées que

regulamentam pesquisas com animais.

5.2 Desenho de estudo

Trata-se de um estudo experimental realizado em caramujos B. glabrata
originarios do bairro Christoni, no municipio de Ourinhos, Vale do Paranapanema,
Séo Paulo, Brasil, coletados entre os meses de dezembro de 2015 e margo de 2016
pela Superintendéncia de Controle de Endemias (SUCEN) obedecendo instrucées
estabelecidas (Brasil, 2008). ApGs a coleta, estes animais foram transportados ao
setor de Imunopatologia da Esquistossomose, Laboratério de Investigacdo Médica-
06 (LIM-06) da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, onde o
estudo se desenvolveu.

Estabeleceu-se a criacdo de caramujos B. glabrata e o desenvolvimento do
ciclo experimental de S. mansoni, assim designada linhagem Ourinhos. Desta forma,
duas fases do estudo foram realizadas a partir do estabelecimento do ciclo
experimental (Figura 6).
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Figura 6 - Desenho do estudo para avaliagdo de caramujos B. glabrata de Ourinhos infectados
experimentalmente com miracidios de S. mansoni linhagem BH

criagao da linhagem de Ourinhos e

adaptacao para uso no ciclo

transporte ao Laboratorio de experimental do Schistosoma

Investigagio Médica (LIM-06) - manseni BH

Instituto de Medicina Tropical
de Sdo Paulo

detecgdo molecular e padronizagao
|| daiinfeccao de Biomphilaria glabrata
ja existente em ciclo vigente no

laboratorio

coleta de Biomphilaria glabrata
de Ourinhos (Christoni, SP)

deteccao molecular e padronizacio
da infecgao de Biomphilaria glabrata
=1 de Ourinhos por miracidios BH ja
existente em ciclo vigente no
laboratério

confirmacio da patogenicidade em
hamsters das cercarlas BH
diferenciadas em caramujos de
Qurinhos

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).

5.3 Local de estudo e populagéo de caramujos

De acordo com dados do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica),
estima-se que a populacdo de Ourinhos para 2018 € de 112.711 pessoas, um
crescimento de 0,8% em relacdo a estimativa realizada em 2017 e de 9,7%
comparado com os numeros do ultimo censo oficial de 2010, quando a populacdo
era de 103.000 pessoas.

Ourinhos aparece na 732 posicao entre os 645 municipios do Estado de Sé&o
Paulo e figura entre as 300 maiores cidades do Brasil, que conta com 5.570
unidades federativas (Fonte: https://www.ourinhos.sp.gov.br/noticia/4601/populacao-
de-ourinhos-chega-a-quase-113-mil-habitantes-em-2018-diz-ibge/).

Palasio et al. (2019) confirmaram a presenca de B. glabrata nesse municipio,
bem como a presenca de casos autoctones no periodo de 2008 a 2010 registrados
pelo Centro de Vigilancia Epidemioldgica, SP (CVE).

Selecionou-se o0 bairro Christoni, regido da bacia do trecho médio do rio
Paranapanema por possuir a presenca de B. glabrata e atividades laborais no
perimetro do corrego. Além desse aspecto, dados retirados do SINAN (Sistema de
Avaliacdo de Agravos de Notificacdo), no periodo de 1983-1999, apontaram

aumento da prevaléncia local dessa parasitose.
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5.4 Coleta, transporte e identificagdo dos caramujos B. glabrata

O material necessario para a coleta foi constituido por: pin¢as longas, conchas
de captura, recipientes plasticos para acondicionar os moluscos, luvas, botas de
borracha, fichas de coleta, canetas e etiquetas para identificacdo do material
coletado.

Durante a coleta, raspou-se com a concha, o fundo e as margens do criadouro
e a vegetacao, lavou-se o material com cuidado e observou-se se algum molusco foi
retirado. Apoés a coleta, os moluscos foram examinados quanto a presenca de algum
tipo de infeccdo cercariana. Para isso, foram separados individualmente em
microrrecipientes de vidro contendo 1/3 de agua filtrada e identificados com a data e
nome do local de coleta. Os frascos foram expostos sob o foco de uma luz
incandescente de 60 watts (Carvalho; Coelho; Lenzi, 2008).

Em seguida, retirou-se 1 ml da 4gua presente em cada frasco, e analisou-se
individualmente seu conteddo em lupa (5x) afim de verificar a presenca de algum
tipo de cercaria.

Posteriormente, os exemplares de B. glabrata livres de infeccdo foram
separados para posterior envio ao laboratério (Figura 7) e inicio na obtencéo da
linhagem Ourinhos.
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Figura 7 - Transporte de caramujos coletados do campo, embebidos em gaze umedecida com agua,
para o laboratério conforme normas estabelecidas pelo Ministério da Saude

5.5 Manutenc¢ao dos caramujos B. glabrata

E importante considerar que ja existe a manutencdo de um ciclo experimental
rotineiro no Laboratoério de Imunopatologia da Esquistossomose da Universidade de
Séo Paulo (LIM-06), onde é mantida a linhagem BH de B. glabrata. Assim, no
desenvolvimento da linhagem Ourinhos foram estabelecidas as mesmas condi¢des
ambientais e nutricionais dos moluscos BH/IMT ja adaptados as condi¢des
experimentais.

Os caramujos depositavam suas desovas em pequenas placas de isopor
guadrangulares. Essas desovas contidas nas placas foram retiradas semanalmente
e separadas em outro aquario.

A manipulacdo da criacgdo € um fator importante, pois pode interferir
diretamente no ritmo de crescimento. Assim, uma vez por semana, a agua dos
recipientes foi trocada, os aquarios lavados com agua nao clorada e os animais
redistribuidos em novos aquérios, procurando-se manter a mesma proporgcédo de
agua por molusco. A alimentacdo da criacdo ocorreu duas vezes por semana, com
racdo de hamster (Mesocricetus auratus) triturada, acrescida de carbonato de célcio.
Os moluscos também se alimentavam do perifiton (algas e cianoficeas) formado no

fundo dos recipientes.
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5.6 Obtencéo de miracidios da cepa S. mansoni (BH) para exposicao
experimental dos moluscos

Os miracidios que foram utilizados para o experimento de exposicdo dos
caramujos B. glabrata coletados em Ourinhos foram obtidos do ciclo experimental ja
mantido rotineiramente no Laboratorio de Imunopatologia da Esquistossomose da
Universidade de Sao Paulo (LIM-06), onde séo realizadas exposi¢cfes periddicas dos
moluscos B. glabrata (BH) a esta cepa de S. mansoni (Projeto regulamentado pelo
Numero 000354). Os caramujos que estdo eliminando cercérias sdo reunidos em
recipiente contendo agua declorada por um periodo de 60 minutos, e expostos ao
foco de lampada halogénio 60 watts. Todo o volume da suspensdo é colocado em
tubo de 13x150 mm, onde as cercérias sdo concentradas por fototropismo. Ao final
do processo, uma aliquota de 0,5 mL da solugdo é retirada para quantificacdo
destas formas larvarias. A contagem das cercarias € realizada em placa de Kline
(Perfécta Cod. 300, Sdo Paulo, Brasil) de 6x8 cm, distribuindo a referida aliquota em
volumes 0,1 mL para cada escavacdo. Apds, coloca-se uma gota de lugol por
escavacao e procedem-se as contagens. O inéculo é estimado a partir do nimero
médio de cercarias em 0,5 mL da solucéo original.

Posteriormente, os hamsters séo infectados por via subcutanea com cerca de
200 a 300 cercarias de S. mansoni (linhagem BH) e sacrificados apos 49 a 56 dias
de infeccdo para obtencdo de vermes adultos e ovos do parasita. Os figados
contendo granulomas sao utilizados como fonte de ovos para a producdo de
miracidios. As visceras sdo cortadas em pequenos fragmentos e homogeneizadas
em liquidificador com 80 mL de solucdo salina 0,85%. Em seguida a suspenséao é
filtrada em tela de amianto (Tecmolin Ltda., PA-6-2-212/XX, Sao Paulo, Brasil) para
a retirada dos debris celulares e depositadas em calice de sedimentacdo por uma
hora. Retiram-se dois (2) mL do precipitado contido no célice de sedimentacdo e
adiciona-se a uma placa de Petri (Prolab, Sdo Paulo, Brasil) contendo 100 mL de
agua filtrada, essa diluicdo é colocada sob um foco de luz com lampada halogénio
de 60 watts para que ocorra eclosdo dos miracidios. Ao final os miracidios séo
observados com auxilio de uma lupa, onde 1 mL do conteudo € distribuido numa
placa de Kline (Perfécta Céd. 300, Sdo Paulo, SP), retornando-se ao inicio do ciclo

experimental.
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5.7 Exposicao experimental de moluscos B. glabrata linhagens Ourinhos e
BH/IMT a miracidios de S. mansoni (BH)

Os caramujos das linhagens Ourinhos e BH foram separados individualmente
em vinte frascos de vidro de 50 mL, contendo um caramujo por frasco. Em cada
recipiente, adicionou-se aproximadamente 30 mL de agua filtrada.

Colocou-se a placa de Kline a qual continha os miracidios (item 5.6) sob a lupa
e com uma pipeta Pasteur de vidro, os miracidios foram coletados, contados e
adicionados aos frascos individuais 0s quais continham os caramujos.

Expbs-se os frascos sob o foco de luz durante 24 horas para ocorrer a
infeccdo. Em seguida, os moluscos foram colocados em aquério separado ao abrigo
da luz, e identificados conforme a linhagem, data da exposic¢éo e sacrificio.

O primeiro passo para avaliar a especificidade dos métodos de PCR foi a
andlise dos cefalépodeos de dois grupos de caramujos B. glabrata linhagem BH,
contendo 10 caramujos cada: Grupo 1 - caramujos experimentalmente infectados
com 30 miracidios; Grupo 2 - caramujos sem infeccdo ou controle negativo para
infeccdo. Esses animais foram submetidos a disseccédo dos cefalopodeos 72 horas
pos infeccao do Grupo 1.

O segundo passo para avaliar a sensibilidade dos métodos de PCR foi a
analise de cefalop6deos de caramujos B. glabrata (linhagem BH/IMT e Ourinhos)
expostos a diferentes cargas parasitarias contendo 30, 20, 10, 5 e 1 miracidio(os) de
S. mansoni (BH). Dois periodos diferentes do ciclo assexuado foram avaliados:

a) 72 horas apos infeccdo pelo miracidios (quando as células germinativas ja

se diferenciaram em esporocisto);

b) 14 dias apos infeccado (quando os esporocistos | comecam a se diferenciar

em esporocisto Il e migrar para a glandula digestiva) (Carvalho; Coelho; Lenzi,

2008).

Desta forma, foram estabelecidos subgrupos de caramujos de cada uma das
linhagens (B. glabrata BH e Ourinhos/SP) com 10 exemplares por grupo conforme

ilustrado na Figura 8.
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Figura 8 - Cronograma experimental utilizado para realizacdo dos testes moleculares de caramujos
Ourinhos/SP e BH/IMT expostos a crescentes cargas parasitarias de S. mansoni (BH)

10 caramu_jos

o =

Christoni/Ourinhos: 10 exemplares

BH/IMT: 10 exemplares

Nlol.ll =20

1 5 10 20 30
miracidio miracidios | | miracidios | | miracidios | | miracidios

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).

5.7.1 Retirada dos cefalopddeos

Foram selecionados caramujos com aproximadamente o0 mesmo tamanho
durante a retirada dos cefalopddeos e realizacdo dos experimentos de biologia
molecular.

Para identificacdo das amostras foi utilizado o cddigo apresentado na Figura 9.

Figura 9 - Nomenclatura designada para identificagdo das amostras submetidas ao diagndstico por
cPCR e gPCR da presenca de S. mansoni

nimero
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amostra

periodo

Ce2. 072 1

parte de
caramujo
seccionada

quantidade
de miracideos
expostos
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Para a dissecacédo, os caramujos B. glabrata foram retirados da concha pela
submersdo em um recipiente com dgua a 70°C, até o desprendimento da concha.

Com duas pincas de pontas finas, o exemplar foi segurado pela concha, onde o
cefalopodeo foi pincado transversalmente, puxando-o com uma suave tracdo (Figura
10). Com esse procedimento, o musculo se desprendeu e a parte mole p6de ser
extraida.

Figura 10 - Retirada da concha para sec¢éo da massa cefalopodal com auxilio de lupa 100x

Fonte: Brasil, 2008.

A massa cefalopodal (Figura 11) foi seccionada com auxilio de bisturi (5 cm),
sendo utilizada uma lamina por molusco, armazenada em um microtubo de 1,7 ml e
entdo pesada em balanca analitica para ser posteriormente submetida ao processo

de extracao de DNA.
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Figura 11 - Anatomia do Biomphalaria

- wr

Fonte: Melo, 2018 (modificado).

Legenda: Parte mole de molusco do género Biomphalaria, vista do lado esquerdo, com o manto
parcialmente levantado. A regido destacada foi excisada (massa cefalopodal e componente visceral
incluindo o hepatopancreas e o ovotestis). Estas regides foram utilizadas para extracdo de DNA an:
anus; c: cabeca; cl: crista dorsolateral; cm: colar do manto; cp: cavidade pumonar; ct: crista retal; et:
estbmago; ga: glandula de albumen; gd: glandula digestiva ou hepatopancreas; ia: intestino anterior;
im: intestino médio; ip: intestino posterior; mc: masculo columelar; mf: mufla; ms: massa cefalopodal;
om: orificio genital masculino; ot: ovotestis; p: pé; pn: pneumétorax; ps: pseudobranquia; rt: reto; te:
tentaculo; tr: tubo renal; vp: veia pulmonar; vr: veia renal.

5.8 Obtencao de pool com 20 casais de vermes adultos para a padronizagcao
dos ensaios de PCR

Cinco amostras com vinte casais de S. mansoni foram obtidas a partir de
hamsters infectados por via subcutdanea com cerca de 200 a 300 cercarias de S.
mansoni (linhagem BH) e sacrificados apos 49 a 56 dias de infec¢do (item 5.6). Os
animais infectados foram anestesiados e sacrificados, sendo realizada uma incisao
toraco-abdominal longitudinal para exposicdo das visceras. ApOGs seccdo da veia
porta, infundiu-se 50 mL de solucdo salina a 0,85%, contendo EDTA (Acido
etilenodiamino tetra-acético), no ventriculo esquerdo, utilizando-se uma seringa de
20 mL. Os vermes adultos foram obtidos apds a perfusdo do sistema porta, sendo
retirados da cavidade abdominal, contados e estocados em freezer -20°C (Espirito-
Santo, 2013).
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5.9 Extracédo do DNA de S. mansoni

Para extracdo de DNA de S. mansoni foi utilizado o kit comercial QlAamp®
DNA Minikit (Qiagen) e o procedimento foi realizado de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

Primeiramente, vermes adultos de S. mansoni foram selecionados em cinco
amostras contendo um pool com 20 casais cada (Figuras 10 e 11).

Apos extracdo o DNA gendmico total das amostras foi quantificado pelo
equipamento NanoDrop 1000 Spectrophotometer V3.8° (Thermo Scientific,

Delaware, Estados Unidos).

5.10 Selecéo de primers e sonda para amplificacdo do genoma de S. mansoni
Os primers e sondas selecionados para a deteccdo de S. mansoni por PCR

Real-time (Tagman®gPCR) e PCR convencional (cPCR) ja s&o descritos na literatura

(Tabela 1), e o procedimento esquemaético da padroniza¢cdo dos ensaios moleculares

procederam-se conforme diagrama demonstrado Figura 12.

Tabela 2 - Cronograma de realizagdo dos ensaios experimentais, utilizando diferentes sequéncias de
iniciadores na padronizagdo da deteccdo de caramujo B. glabrata exposto a diferentes
cargas parasitarias de S. mansoni

Primer/ Sequéncia Regido de Tamanho
Sonda 5.3 anelamento fragmz_anto Referéncia Metodologia
amplificado
S_mansoni_F2 CCGACCAACCGTTCTATGA
DNAr Espirito-
S_mansoni_R2  CACGCTCTCGCAAATAATCTAAA repeticao 121 pb Santo et al.,
em tandem 2015
S_mansoni_P02 TCGTTGTATCTCCGAAACCACTGGACG
Smcyt748F CCCTGCCAAATGAAGAGAAAAC PCR em
tempo real
Smcyt847FR TGGGTGTGGAATTGGTTGAAC ten Hove
COX1
DNA mt 99 pb etal.,
FAM-5'"- m 2008
Smcyt785T CCAAAACCAGACCCCTCTCAAATTG-3"-
BHC1
SmF GAGATCAAGTGTGACAGTTTTGC Espécie
o Sandoval
especifico 350 ob | PCR
28S do S0p etal, convencional
SmR ACAGTGCGCGCGTCGTAAGC DNA 2006

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).
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Figura 12 - Desenho do estudo ilustrando diagrama referente a etapa inicial proposta no emprego das
técnicas moleculares

Extracdo de DNA por meio de QiAmp |
| DNA Minikit (Qiagen, Thermo Scientific |

) |
E Quantificagdo de material genético
\ usando equipamento NanoDrop

Selegdo de cinco amostras “ Analise de cefalopédeo de B. '
contendo um pool de 20 [v—— glabrata 72 horas e 14 dias

casais de vermes adultos | apos exposicao ao S. mansoni |

l gqPCR, com DNA mt, gene
COX1,99 pb
(ten Hove et al., 2008

cPCR 28S do DNA
(Sandoval et al., 2006b)

' qPCR primer de repeticio
em tandem, 121 pb
. (Espirito-Santo, 2013) )

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).

5.11 Deteccdo do DNA de S. mansoni por PCR

Posteriormente a padronizacdo, os primers foram testados na pesquisa de S.
mansoni em amostras de DNA extraidas de cefalopddeos retirados de caramujos B.
glabrata (BH) expostos experimentalmente ao parasita e ndo expostos (controle
negativo) para avaliacdo da seletividade das sequéncias para o material genético

parasitario intra-molusco.

5.12 PCR convencional (cPCR)

A amplificagdo do DNA de S. mansoni foi realizada utilizando-se a enzima
Platihum®Tag DNA Polymerase (Thermo Scientific, S&o Paulo, Brasil). As
concentracdes de cada reagente e os parametros das reacdes foram feitos conforme
protocolo descrito por Sandoval et al. (2006b), onde o volume final consistia em 25
puL contendo 2,5 ul de tampado de PCR especifico da enzima, 0,5 mM de dNTP, 3
mM de MgCI2, 2 uM de cada primer (SmF-5-GAGATCAAGTGTGACAGTTTTGC)
SmR (5-ACAGTGCGCGCGTCGTAAGC), 2,5 U da enzima Platinum® Taq e 1 L de
DNA extraido. Para a amplificacédo a reacgéo foi submetida a 35 ciclos de variacao de
temperatura ap0s um passo de denaturacéo inicial & 94°C por 5 minutos: 94°C por

20 s, 65°C por 20 s, e 72°C por 30 s. ApOs a ciclagem a reacdo foi submetida a
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incubacdo a 72°C por 5 minutos para finalizagdo de alguma polimerizacéo
incompleta.

A deteccdo do DNA amplificado foi feita por eletroforese em agarose gel 1,5%,
corante SYBR® Safe DNA Gel Stain (Thermo Scientific, Sdo Paulo, Brasil) e padrdo
DNA Ladder especifico (Thermo Scientific, Sdo Paulo, Brasil) para conferir o
tamanho do amplicon gerado. Para as corridas foi utilizado tampé&o tris-borato-EDTA
1X.

5.13 TagMan® gPCR

Para deteccdo do DNA de S. mansoni por Tagman® qPCR foram utilizados os
conjuntos de primers S _mansoni F2, S mansoni R2; S mansoni 748 F e
Smcyt847_R. O reagente TagMan® Universal PCR Master Mix (Life Technologies). A
reacao foi realizada com 10 ul de TagMan Universal Mastermix®, 2 ul de cada primer
na concentracdo de 10 uM (S_mansoni_F2 e S_mansoni_R2 ou Smcyt748 F e
Smcyt847 R), 2 ul da sonda especifica na concentracéo de 2,5 uM (S_mansoni_P02
ou Smcyt785_T) e 1 ul do DNA extraido.

Juntamente com amplificacdo do DNA extraido, foi amplificado um DNA
controle interno (TagMan® Exogenous Internal Positive Control Reagents, Life
Technologies) para avaliar a presenca de inibidores na reacdo, evitando dessa
forma resultados falso-negativos. Foram incluidos controles negativos e positivos em
cada placa de reacéo.

A amplificacdo e deteccdo foram realizadas no equipamento 7500 fast Real-
Time PCR System® (Applied Biosystems) com o0s seguintes ciclos de variacdo de
temperatura: 50°C por 2 minutos; 95°C por 10 minutos; 40 ciclos de 95°C por 15

segundos seguindo de 60°C por 1 minuto.

5.14 Avaliacédo do potencial de infecciosidade das cercarias liberadas pelos
caramujos coletados em Ourinhos/SP

A infectividade das cercarias eliminadas pelos caramujos B. glabrata
experimentalmente infectados foi analisada de acordo com o nimero e morfologia
aproximados das mesmas, utilizando uma placa de petri, solucdo de Lugol e
observacdo em lupa.

Além disso, para avaliar a reproducdo ou ndo da EM experimental, cinco

hamsters foram infectados com 300 cercarias de todos os grupos. Dessa forma,
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apos 30 dias da infeccdo, os hamsters foram eutanasiados e, posteriormente,
avaliados quanto a presenca de vermes adultos e ovos de S. mansoni, seguindo
metodologia descrita na manutencdo do ciclo laboratorial dessa parasitose. A
positividade de S. mansoni nas fezes do hamster foi avaliada pela técnica de Kato-
Katz.

Posteriormente, também realizamos uma analise anatomopatolégica dos
tecidos biopsiados do figado, pulméo, rim, intestino, para observar o impacto da
infeccdo nesses animais. Para esse processo, os fragmentos de tecido, foram
emblocados em parafina, seccionados, corados e examinados por microscopia

Optica.

5.15 Avaliacédo do comportamento da infecc&o experimental por S. mansoni
cepa BH em B. glabrata linhagem Ourinhos

Apds o estudo molecular realizou-se avaliacdo parasitologica e analise
histopatolégica da infeccdo do hospedeiro definitivo (Mesocricetus auratus) por
cercérias de S. mansoni cepa BH originaria de caramujos B. glabrata da linhagem
Ourinhos. Os resultados foram comparados com de S. mansoni cepa BH originaria
de caramujos B. glabrata rotineiras do IMT. Portanto, constituiu-se trés grupos.

5.15.1 Avaliacédo parasitolégica de hamsters infectados por S. mansoni
originaria de caramujos cepa BH (IMT) e Ourinhos/SP

Grupo | - cinco animais infectados com 200 cercéarias de S. mansoni da cepa

IMT originarios de caramujos BH/IMT,;

Grupo Il - cinco animais infectados com 200 cercéarias de S. mansoni da cepa

Ourinhos/SP;

Grupo Il - dois animais néo infectados (controle negativo).

Apo6s a inoculagédo, os hamsters foram distribuidos em trés gaiolas grandes
(49x34x16 cm), onde receberam ao longo do experimento agua e racdo, sendo
mantido no Biotério de Animais do Instituto de Medicina Tropical (IMT), Sdo Paulo,
Brasil.

As fezes dos hamsters dos trés grupos foram coletadas semanalmente, a partir
do sétimo dia apOs a infeccdo, estendendo-se até o quadragésimo segundo dia,

conforme cronograma ilustrado na Figura 13.
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Figura 13 - Cronograma da avaliacao parasitologica de hamsters infectados por S. mansoni originaria
de caramujos cepa BH (IMT) e Ourinhos/SP

3 - 3 - B2 - B0 - £ - B0 - B0

p— p e pa  pea

1| ['2| 3] 4] |'s| Grupo1eH/MT
- ; ; ; ': "5. Grupe 2- (Christony Qurinhos)

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).

Para coleta das fezes, os animais foram reunidos por grupo em trés gaiolas
metabdlicas (50x35x35) (Sorgob - Sdo Paulo/SP/Brasil), corretamente identificadas,
onde permaneceram por um periodo de 24 horas. As fezes foram recolhidas em pool
e armazenadas em frascos coletores, hidratadas em agua destilada e mantidas sob
refrigeracdo em geladeira a 6°C.

Posteriormente o material fecal correspondente de cada grupo foi
homogeneizado e processado pela técnica de Kato-Katz, conforme instrucbes do
fabricante. Os resultados foram expressos pela média do numero de ovos

encontrados por grama de fezes, sendo feitas e observadas trés laminas por grupo.

5.15.2 Andlise histoldgica dos segmentos viscerais de hamsters infectados por
S. mansoni originaria de caramujos cepa BH (IMT) e Ourinhos

A analise histologica procedeu-se apOs a avaliacdo parasitoldgica. Dessa
forma, a eutanasia dos animais dos trés grupos foi realizada no quadragésimo
terceiro dia pos-infeccdo. Em seguida, realizou-se uma perfusdo para observar a
presenca de vermes adultos, além de retirar os oOrgdos definidos para analise:

figado, baco, intestino grosso e delgado, rim e pulmé&o.
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Os o6rgéos de cada animal eutanasiado foram acondicionados em recipientes
de vidro corretamente identificados e fixados em formalina 10% tamponada pH 7.2.
Apos o emblocamento dos fragmentos em parafina, foram efetuados cortes de 3-4
micras de espessura, em micrétomo Leica RM2125 RTS® (Leica Biosystems
Nussloch GmbH 2019) e corados por hematoxilina-eosina (HE). As laminas foram
preparadas para posterior analise, ha microscopia oOptica, utilizando um microscoépio
Olympus-CX41.
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6 RESULTADOS
6.1 Desenvolvimento da linhagem laboratorial de B. glabrata de Ourinhos

Os resultados demonstrados na Figura 14 ilustram que cinco exemplares de
moluscos B. glabrata coletados do lago Christoni em Ourinhos (S&o Paulo), foram
suficientes para o estabelecimento de uma criacdo desta linhagem em laboratorio,
indicando uma alta capacidade na reproducdo e povoamento quando expostos as

condicBes pré-estabelecidas pelo ciclo ja vigente no laboratorio do IMT.

Figura 14 - Resultado da criagcao experimental de B. glabrata desenvolvida a partir de cinco
caramujos coletados de Ourinhos/SP*

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).
*Nas placas de isopor sdo depositadas as desovas dos moluscos.

6.2 Extracdo de DNA em pool com 20 casais de vermes adultos de S. mansoni
em cinco amostras

A quantificacdo do DNA extraido dos 5 pools com 20 casais de vermes adultos
de S. mansoni foi realizada pelo equipamento NanoDrop 1000 Spectrophotometer
v3.8%, e indicou que o procedimento de extracéo utilizando o kit comercial QIAamp®
DNA MiniKit (Qiagen) foi satisfatério para a realizacdo dos ensaios de PCR no teste
dos primers e sondas selecionados para deteccdo do DNA de S. mansoni. A
concentracdo obtida variou de 95,8 ng/uL a 225,8 ng/uL, conforme descrito na

Tabela 3.
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Tabela 3 - Concentragdo de DNA de cinco amostras com 20 casais de S. mansoni em pool

AMOSTRA [1ng/uL
1 V1_Kit 116,2

2 V2_Kit 95,8

3 V3_Kit 157,8

4 V4_Kit 2258

5 V5_Kit 185,8

6 CN -

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).

6.3 cPCR resultante de cinco amostras contendo 20 casais de vermes adultos
de S. mansoni em pool

A amplificacdo das amostras com os vermes adultos foi obtida na cPCR de
todos os primers analisados, no entanto, 0 marcador alvo para a sequéncia 28S do
DNAr demonstrou um melhor resultado na visualizagéo do perfil das bandas quando
comparado com o da sequéncia COX1 do DNAmt (Figura 15, 16).

Figura 15 - Gel de amplificagdo em agarose 2%, ilustrando os produtos de PCR de 20 casais de
verme adulto de S. mansoni, utilizando primer espécie-especifico, subunidade 28S do
DNAr, originando sequéncias com 395 pb (1-5) e controle negativo (6)

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).
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Figura 16 - Gel de amplificagéo em agarose 2%, ilustrando os produtos de PCR de 20 casais de
verme adulto de S. mansoni, COX1 do DNAmt, originando sequéncias com 99 pb (1-5) e
controle negativo (6)

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).

Para avaliar a especificidade dos primers os produtos de amplificagdo para
cada protocolo foram submetidos ao sequenciamento. As sequéncias obtidas foram
comparadas com as sequéncias do banco de dados GenBank usando a ferramenta
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) do NCBI (National Center for
Biotechnology Information - www.ncbi.nlm.nih.gov). A especificidade dos primers
utilizados foi comprovada pela similaridade com sequéncias de S. mansoni

depositadas no GenBank (Figuras 17 e 18).

Figura 17 - Blast resultante do sequenciamento do cPCR utilizando primer Smcyt748F, amplificando o
gene COX do DNAmt de S. mansoni

Desiriecons

L ws g BT g e

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).




34

Figura 18 - Blast resultante do sequenciamento do produto de cPCR utilizando primer SmR e SmF,
amplificando subunidade 28S do DNAr de S. mansoni
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Fonte: Arquivo Pessoal (2019).

6.4 TagMan® gPCR’s resultantes de cinco amostras contendo 20 casais de
vermes adultos de S. mansoni em pool

Com relacdo a gPCR, os primers e sondas apresentaram um bom desempenho
guando analisado os valores de Ct (Cycle Threshold®) expressos na amplificacao da
sequéncia de repeticdo em tandem ja utilizada para diagnéstico de S. mansoni em
estudo anterior (Pontes; Dias-Neto e Rabello, 2002) e adaptada ao qPCR em
trabalhos anteriores do nosso grupo (Espirito-Santo et al., 2012). Estes resultados
apontam o funcionamento e viabilidade dos marcadores designados para a detec¢ao
molecular da presenca do parasita.

As Tabelas 4 e Figura 19 representam respectivamente os resultados da
amplificacdo por TagMan®gPCR das cinco amostras, utilizando as sequéncias COX1
do DNAmt (ten Hove et al., 2008) e subunidade de repeticdo em tandem do DNA,

respectivamente (Tabela 5; Figura 20).



35

Tabela 4 - Produto da amplificacdo obtido por TagMan® gPCR. A positividade e quantidade de DNA
obtido é expresso por meio da unidade Ct (Cycle Threshold), onde observou-se uma
variacao de (9,35 a 13,93) e média de 12,024 entre as cinco amostras analisadas

AMOSTRA SEQUENCIA ALVO CT

V1 Kit S_mansoni 9,35
V2_Kit S_mansoni 13,67
V3_Kit S_mansoni 12,6
V4 _Kit S_mansoni 10,57
V5_Kit S_mansoni 13,94
MEDIA 12,02

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).

Figura 19 - Amplificag&o exponencial das amostras descritas na Tabela 3, ilustrando o limiar de
amplificagéo relatado em Ct, (ARn10,14)

o ——

—

0142164

0.001

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).
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Tabela 5 - Produto da amplificacédo por q°PCR TagMan® de cinco amostras com 20 casais de S.
mansoni em pool. Onde observou-se uma variagéo de (16,77 a 17,77) e média de 17,18
entre os Ct’s das cinco amostras analisadas

AMOSTRA SEQUENCIA ALVO CT

V1 Kit S_mansoni 16,77
V2_Kit S_mansoni 17,62
V3_Kit S_mansoni 16,54
V4 _Kit S_mansoni 17,22
V5_Kit S_mansoni 17,77
MEDIA 17,184

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).

Figura 20 - Amplificag&o exponencial das amostras descritas na Tabela 4, ilustrando o limiar de
amplificagéo expresso em ARn (0,157)

10

0157914
01

ARN

0001

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).

6.5 Ensaio da especificidade para o material genético de S. mansoni intra-
molusco

Na escolha dos protocolos de padronizacdo molecular, obteve-se uma
especificidade nos produtos de cPCR para o gene alvo de S. mansoni (28S do
DNAr) quando se analisou os cefalopddeos de B. glabrata ndo exposto aos
miracidios (Figura 21: 1a - 10a), e exposto a 30 miracidios de S. mansoni (Figura 21.:
1b - 10b). Embora nédo tenha sido evidenciado o produto de amplificacdo em uma
das amostras, constatou-se a confiabilidade do resultado devido as bandas

resultantes no controle positivo com 20 casais de vermes adultos (11a).
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Figura 21 - Gel de amplificagdo em agarose 2%, originando sequéncias com 395 pb e bandas padréo
com 100 pb

2a 3a 4a 5a 6ba 7a 8a 9a 10a 11a

350 pb

b 2b 3b 4b 5b 6b 7b 8b 9b 10b 11b
s

350 pb

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).

As Figuras 22 e 23 relatam a confirmacdo da especificidade do primer
sequéncia de repeticdo em tandem do DNAr, com protocolo para gPCR padronizado
por (Espirito-Santo et al., 2012), onde nota-se a taxa de deteccdo expressa em
valores de Ct e ARn médio de 0,43.
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Figura 22 - Resultado das amplificacdes obtidas em teste qPCR na andlise de caramujos infectados

com S. mansoni (Inf-IMT), e caramujos controle negativos (CN_IMT)
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5_Mansoni
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S_Mansoni
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Fonte: Arquivo Pessoal (2019).

Figura 23 - Amplificag&o exponencial ilustrando o limiar de amplificagdo da gPCR de caramujos
infectados com 30 miracidios de S. mansoni apés 72 horas de infecgdo (ARn +£0,43)
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Fonte: Arquivo Pessoal (2019).

As Figuras 24 e 25 relatam a confirmacdo da especificidade do primer

sequéncia COX1 do DNAmt, onde nota-se a taxa de deteccdo expressa em valores
de Cte ARn 0,43
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Figura 24 - Resultado das amplificacdes obtidas em teste qPCR na analise de caramujos infectados
com S. mansoni (72h_30mir), e caramujos controle negativos (CN_72h)

Sample Targel Quantity Quantity Cr Cr
(Mean) {Std Dev) (Mean) (Std Dev)
CP_pcolVermes_2 Hove_2008 1872
P10_72h_30mir Hove_2008 20.20
P10_CN_72h Hove_ 2008
P1_72h_30mir Hove 2008 3118
P1_CN_72h Hove 2008
P2_72h_30mir Hove_ 2008 20.75
P2 _CN_72h Hove 2008
P3_72h_30emir Hove_2008 30.85
P3_CN_72h Hove_ 2008
P4_72h_30mr Have 2008 3188
P4_CN_72h Hove_2008
PS_72h_30mir Hove_ 2008 20.32
P5_CN_T72h Hove_2008
P6_72h_30emir Hove 2008 2029
P6_CN_72h Hove_2008
P7_72h_30mir Hove_2008 2909
P7_CN_72h Hove_2008
P8_72h_30mir Hove 2008 30.18
P8 _CN_72h Hove 2008
P9_72h_30mir Hove 2008 2859
P9 _CN_72h Have 2008

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).

Figura 25 - Amplificag&o exponencial ilustrando o limiar de amplificagdo da gPCR de caramujos
infectados com 30 miracidios de S. mansoni ap6s 72 horas de infecgdo e (ARn £0,11)
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0.0001

0.00001

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).
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6.6 Diagndéstico molecular da infeccéo de caramujos B. glabrata linhagem
Ourinhos e BH/IMT

6.6.1 PCR convencional (cPCR)

Os resultados de cPCR obtidos na amplificacdo do DNA de caramujos B.
glabrata linhagem Ourinhos e BH/IMT, expostos a cargas parasitarias crescentes de
S. mansoni (BH), demonstraram uma aleatoriedade na positividade quando
analisados 72 horas e 14 dias a exposi¢cédo ao parasita (Tabela 6). A PCR originou
produtos de amplificacdo com 350 pb cada na andlise com a subunidade 28S do
DNAr (vide APENDICE A ao H).

Tabela 6 - Analise 72 horas e 14 dias ap0s a exposicdo a crescentes cargas parasitarias (CP),
ilustrando amostras positivas nos experimentos de cPCR em agrupamentos com 10
caramujos B. glabrata da linhagem Ourinhos (OU) e BH (IMT)

cPCR subunidade 28S do DNAr
TOTAL DE AMOSTRAS POSITIVAS

72h | CP ou IMT 14d/CP ou IMT
1 1 0 1 0 0

5 1 0 5 6 2
10 6 6 10 4 2
20 7 7 20 1 2
30 4 2 30 8 10

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).

6.6.2 TagMan® qPCR

Com relacdo aos produtos obtidos nas reagdes de gPCR, foi mantida a
aleatoriedade nos dois periodos apds a exposi¢cado crescente ao parasita (Tabela 7 e
8). Todavia, quando comparados os dois marcadores, foi observado um aumento
nos valores de Ct e ARn para a sequéncia COX1 do DNAmt (ten Hove et al., 2008),
vide Tabela em APENDICE (APENDICE I).
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Tabela 7 - Total de amostras positivas nas reacdes de com o gene COX1 do DNAmt, 72 horas e 14
dias apds exposicao a crescentes cargas parasitarias (CP) de miracidios de S. mansoni

gPCR com sequéncia de DNAmt, gene COX1
TOTAL DE AMOSTRAS POSITIVAS

72h | CP ou IMT 14d/CP ou IMT
1 1 0 1 0 0

5 1 0 5 6 2
10 6 6 10 4 2
20 7 7 20 1 3
30 4 3 30 8 10

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).

Tabela 8 - Total de amostras positivas nas rea¢cdes gPCR com marcador de repeticdo em tandem, 72
horas e 14 dias apds exposi¢é@o a crescentes cargas parasitarias (CP) de miracidios de S.
mansoni

gPCR com sequéncia de repeticdo em tandem do DNAr
TOTAL DE AMOSTRAS POSITIVAS

72h /| CP ou IMT 14d/CP ou IMT
1 0 0 1 0 0

5 1 0 5 8 2
10 6 7 10 10 5
20 7 8 20 2 5
30 4 4 30 10 10

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).

Quando avaliado o comportamento das reagdes frente a um controle interno
(IPC), ndo houve indicativos da presenca de inibidores em nenhum dos ensaios

realizados (Figuras 26-29).
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Figura 26 - Percentual de amostras positivas por carga parasitaria, com 72 horas de infecgdo na
amplificagdo com a sequéncia de DNAmt, gene COX1

Real- Time 72h
Posit vidade/ Carga Parasitaria.
Primer Hove,2008

100%
90%
80%
70%
60% —
50% /
40%
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20% %
10% > ®

OOO

—@— OU =—@=— IMT IPC

10

1 5 20 30

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).

Figura 27 - Curva do percentual de amostras positivas por carga parasitaria, com 14 dias de infeccao
na amplificacé@o utilizando a sequéncia de DNAmt, gene COX1

Real-t me 14d
Posit vidade/carga parasitaria, primer Hove,2008

100%
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Fonte: Arquivo Pessoal (2019).

Figura 28 - Curva do percentual de amostras positivas por carga parasitaria, com 72 horas de
infecc@o na amplificacédo originando sequéncias em tandem com 121 pb

Real- Time 72h
Posit vidade/ Carga Parasitaria. Primer ES

@ QU == [MT

IPC

5

10

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).
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Figura 29 - Curva do percentual de amostras positivas por carga parasitaria, com 14 dias de infecgao
na amplificacdo originando sequéncias em tandem com 121 pb

Real-t me 14d
Posit vidade/carga parasitaria, primer ES
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Fonte: Arquivo Pessoal (2019)

Com relacdo a variagcdo estatistica do comportamento das reacfes. A cPCR,
com 72 horas da linhagem Ourinhos, retratou um valor minimo de 10% (n=1/10) nas
infeccbes com carga parasitaria 5 miracidios, e valor maximo de 70% (n=7/10), nas
infecgbes com cargas 20 miracidios.

Aos 14 dias da infeccao, essa taxa de deteccdo do DNA gendmico, também
apresentou variagdes. Observou-se como valores minimos 0% (n=0/10), nas
infeccbes com um miracidios, tanto na cepa BH como na Ourinhos. Quanto as
infeccdes em massa, com 30 miracidios, o valor variou de 80% (n=3/5) a 100%
(n=10/10).

As Tabelas 9, 10, 11 e 12 representam uma sintese dos resultados gerais
obtidos nos ensaios moleculares para facilitar o processo de comparagao entre as
técnicas realizadas, por meio desta, observou-se que embora a TagMan®qPCR
apresentou maior sensibilidade em relacdo a cPCR, ndo houve uma homogeneidade
na linearidade entre carga-parasitaria e dose-resposta de deteccdo da infeccdo do
molusco, ou seja, a positividade das amostras se deu de forma aleatdria, ao invés de

obedecer o aumento crescente na quantidade de parasitas expostos ao molusco.
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Tabela 9 - Relacéo quantitativa entre os resultados obtidos com a utilizagéo de diferentes técnicas de
PCR na deteccéo de caramujos oriundos de Ourinhos apés 72 horas da exposi¢ao
experimental ao S. mansoni BH

Avaliacdo 72 horas p6s infecgéo

Carga parasitaria
gap N de N de N de

(n de miracidios caramujos  caramujos No de N de positivos
utilizados para . . ositivos ositivos
. Z infectados p 9 p 0 9
infeccéo) sobrevwgntes RT_PCR % RT_PCR % PCR . %

e submetidos convencional

~ ten Hove ES/Pontes

a extracao Sandoval
1 10 10 1 10 2 20 1 10
5 10 10 1 10 1 10 1 10
10 10 10 6 60 6 60 6 60
20 10 10 7 70 7 70 7 70
30 10 10 4 40 4 40 4 40

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).

Tabela 10 - Relagéo quantitativa entre os resultados obtidos com a utilizacao de diferentes técnicas
de PCR na detec¢éo de caramujos oriundos de Ourinhos apdés 14 dias da exposi¢éo
experimental ao S. mansoni BH

Avaliacdo 14 dias po6s infecgao

Carga parasitaria

e N de N de N de
n de miracidios . . -
ireiosre (U RS s L, oo, B
infecco 0 0 0

¢ao) e submetidos RT_PCR RT_PCR convencional
~ ten Hove ES/Pontes
a extragao Sandoval

1 10 9 0 0 0 0 0 0
5 10 9 6 67 8 89 6 67
10 10 4 4 100 4 100 4 100
20 10 10 1 10 2 20 1 10
30 10 5 3 60 5 100 3 60

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).
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Tabela 11 - Relagdo quantitativa entre os resultados obtidos com a utilizagao de diferentes técnicas
de PCR na detecc¢édo de caramujos BH/IMT ja adaptados ao ciclo apés 72 horas da
exposicao experimental ao S. mansoni BH

Carga parasitaria

Avaliacdo 72 horas p6s infecgéo

S N de N de N de

n de miracidios .
EJtiIizados para icnafrea::ry;cigz ca[)amqjos ¢ ’p\)](())scijt?vos o ’[:\)loc'is?tivos Y E(g;itivos %
infeccéo) sobreviventes RT_PCR 0 RT_PCR 0 . 0

e submetidos convencional

~ ten Hove ES/Pontes

a extracao Sandoval
1 10 10 0 0 1 10 0 0
5 10 10 0 0 0 0 0 0
10 10 10 6 60 7 70 6 60
20 10 10 7 70 8 80 7 70
30 10 10 3 30 4 40 2 20

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).

Tabela 12 - Relagdo quantitativa entre os resultados obtidos com a utilizagdo de diferentes técnicas
de PCR na deteccédo de caramujos BH/IMT ja adaptados ao ciclo apés 14 dias da
exposicao experimental ao S. mansoni BH

Carga parasitaria

Avaliagao 14 dias pos infecgcao

R N de N de N de

n de miracidios .
(nd caramujos  caramujos No de Nde positivos
utilizados para i fectados  sobreviventes POSHIVOS oo positivos o pop o
infeccéo) ; RT_PCR 0 RT_PCR ° : °

e submetidos convencional

~ ten Hove ES/Pontes

a extragao Sandoval
1 10 10 0 0 0 0 0 0
5 10 10 2 20 2 20 2 20
10 10 10 2 20 5 50 2 20
20 10 10 3 30 5 50 2 20
30 10 10 10 100 10 100 10 100

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).

6.7 Avaliacdo parasitolégica

Na avaliacdo parasitoldgica por KK, os resultados demonstraram que o inicio

do processo de oviposi¢cdo dos hamsters infectados com as cercéarias provenientes

dos caramujos de Ourinhos, ocorreu em média a partir do 42° dia do ciclo. Todavia,

ndo foram encontrados ovos nas fezes dos animais infectados com as cercarias

originadas dos caramujos BH/IMT em de seis semanas de infec¢ao (Tabela 13).
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Tabelas 13 - Média de ovos encontrados por grama de fezes nas analises no Kato-Katz de hamsters
infectados com S. mansoni originario de caramujos BH (G1) Ourinhos (G2) e controle
negativo (G3), respectivamente

PROTOCOLO DE AVALIACAO PARASITOLOGICA (KK)

Semana 1l Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semanab Semana 6

N de ovos S.

X Gl G2 G3 Gl G2 G3 Gl G2 G3 Gl G2 G3 G1 G2 G3 Gl G2 G3
mansonl

06 60 6060 60 6006006006066 06060 60 6 120

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).

6.8 Histopatologia de hamsters infectados com S. mansoni provenientes das
cercarias de caramujos Ourinhos e BH

O perfil dos 6rgaos analisados nos ensaios de histopatologia demonstrou que
foi observado reatividade na infecgdo por ambos os grupos de hamsters analisados,
sendo que os 6rgaos analisados para os hamsters infectados pelas cercarias do
grupo BH/IMT mais comprometidos e reativos a infeccdo neste periodo de tempo.
Foi possivel notar intensa reacao inflamatéria na maioria dos 6rgaos analisados de
ambos o0s grupos analisados (Figura 30).

As figuras 30 a 33 ilustram os achados histopatologicos deste ensaio

encontrados na andlise dos cinco principais 6rgdos acometidos pelo S. mansoni.



Figura 30 - Quadro com os achados anatomohistopatoldgicos dos grupos infectados por S. mansoni
proveniente de caramujos e BH/IMT (G1) e Ourinhos (G2)

| - Perfil Histol6gico dos Hamsters
Inoculados com S. mansoni

ORGAOS
Gl IMT

Pulmé&o (+) vermes adultos e pneumonite

ANIMAL 1
G2 OURINHOS

sem alteracdes

Intestino Grosso | (-)

sem alteracGes

Intestino Delgado | (-)

(-) achados parasitarios

Figado (+) granulomas com ovos fibrose portal/granulomas (+)
Bago polpa branca aumentada e reativa infiltrado inflamatério (T e B) zona branca e vermelha
| 5 ANIMAL 2
ORGAOS
Gl IMT G2 OURINHOS
Pulméo pneumonite s/ parasitas sem alteracdes

Intestino Grosso | (-)

sem alteracOes

Intestino Delgado | (-)

sem alteracOes

Figado (+) granulomas (+) granulomas com miracidios
Bago polpa branca aumentada e reativa sem alteracdes
} 5 ANIMAL 3
ORGAQOS
Gl IMT G2 OURINHOS
Pulméo pneumonite com ovos intersticiais | pneumonite s/ achados parasitarios

Intestino Grosso | (+) granulomas com ovos

ovos com miracidios (+) discreto infiltrado inflamatério

Intestino Delgado | (+) granulomas com ovos

ovos com miracidios (+) discreto infiltrado inflamatério

Figado (+) granulomas com ovos (+) granulomas, ovos integros com miracidios
Bago polpa branca aumentada e reativa discreta leucocitose
| 5 ANIMAL 4
ORGAQOS
Gl IMT G2 OURINHOS
Pulmé&o pulmonite sem parasita pneumonite intersticial sem achados parasitarios

Intestino Grosso | (-) negativa s/ achados parasitarios

sem alteracodes

Intestino Delgado | (+) granulomas com ovos

sem alteracodes

Figado inflamagéo s/ achados parasitarios

infiltrado portal com granuloma e ovos

Baco )

reacao inflamatoria polpa branca e vermelha

Fonte: Arquivo Pessoal (2019).
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Figura 31 - Granuloma hepético intersticial em figado de hamster infectado com S. mansoni (BH),
corado em HE e originado de B. glabrata Ourinhos (Christoni)

Figura 32 - Granuloma pulmonar e pneumonite intersticial em pulméo de hamster infectado com S.
mansoni (BH), corado em HE e originado de B. glabrata IMT




Figura 33 - Casal de verme adulto, com infiltrado leucocitario, encontrado no pulméo de hamsters
infectados com cercérias do grupo controle positivo IMT apés 43 dias de infecgéo
cercériana

&« ' N

Fonte: rqivo Pessoal (2019).

49



50

7 DISCUSSAO

Este estudo avaliou experimentalmente, o perfil da infeccdo de B. glabrata por
S. mansoni, cujo habitat natural € o corrego Christoni, bairro do municipio de
Ourinhos, o qual encontra-se entre as areas de baixa endemicidade do estado de
Séao Paulo (Tuan, 2009; Bezerra et al., 2018)

Os moluscos B. glabrata de Ourinhos/SP foram transferidos para o laboratério
de Imunopatologia da Esquistossomose LIM-06/IMT/SP. Neste local, estabeleceu-se
a criagcdo de uma nova linhagem laboratorial, além daquela previamente existente
para manutencao experimental do ciclo de S. mansoni com caramujos BH.

Os resultados apontaram para a capacidade de adaptacdo desses moluscos,
dado que, mesmo em condi¢des diferentes daquelas observadas no habitat natural
desses animais, conseguiram atingir uma reproducéo consideravel, a partir de uma
amostra inicial de cinco animais. Esse evento, associado as frequentes desovas,
mantém a criacao laboratorial de uma nova linhagem perpetuando a espécie.

A literatura aponta que, o potencial reprodutivo é exponencial entre as espécies
de caramujos transmissores de S. mansoni, apesar da constatagéo experimental da
existéncia de variagbes, independentemente da falta de uniformidade dos
procedimentos de manutencdo em laboratério, do tempo de duracdo dos
experimentos, e da perda da vitalidade causada pela oscilagdo reprodutiva das
colénias (Carvalho; Coelho; Lenzi, 2008; Kalinda; Chimbari; Mukaratirwa, 2017,
McCreesh et al., 2014; Lima et al, 2019).

Esse potencial reprodutivo se deve a fisiologia dessas espécies que, apesar de
simples, garantem respostas rapidas frente as adversidades no ambiente como:
mudancas bruscas de temperaturas da &agua; periodos de seca e contato com
produtos quimicos. Os substratos para o deslocamento sdo folhas, rochas, lodos,
pedacos de madeira e detritos (Carvalho; Coelho; Lenzi, 2008; Kalinda; Chimbari;
Mukaratirwa, 2017; Sandland e Josephson, 2017).

Assim sendo, as condi¢Oes estabelecidas no nosso experimento favoreceram o
desenvolvimento da linhagem experimental B. glabrata, Ourinhos. Isto pode ser
tanto devido a alta capacidade de adaptacdo da presente espécie, quanto a
possiveis semelhancas ambientais do laboratorio, com o0 seu criadouro natural,
corrego localizado no bairro Christoni, no municipio de Ourinhos, S&o Paulo (SP).

Esse trabalho pode colaborar no processo de reflexdo sobre o potencial que

essa adaptabilidade tem de impactar na transmissédo dessa parasitose, associado a
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um alto potencial de reproducdo e de colonizacdo desses caramujos mesmo em
condigdes restritivas.

Vérios trabalhos estudaram a relacdo parasito-hospedeiro entre Biomphalaria
ssp. e S. mansoni, devido a importancia desse planorbideo na cadeia de
transmissdo desse parasito (Mitta et al., 2012, 2017; Portet et al., 2017; Roger et al.,
2008; Theron et al., 2014; Zhang et al., 2018).

No que diz respeito a Biomphalaria spp. merece destaque a possibilidade de
distribuicdo heterogénea das populacdes e a relacdo densidade/volume hidrico em
que a infeccdo se viabiliza. A aglomeracéo ou dispersao ao acaso dos caramujos é
relevante para transmissdo de S. mansoni, pois € aceitdvel que a infeccdo dos
caramujos pelos miracidios seja facilitada pela proximidade e quantidade de
caramujos disponiveis em cada criadouro (Carvalho; Coelho; Lenzi, 2008; McCreesh
et al., 2014, Lima et al., 2019).

Alguns trabalhos assinalam que a instalacées de focos depende diretamente
da suscetibilidade do hospedeiro ao parasito, independentemente de outros
determinantes ambientais (Han et al., 2009; Mitta et al., 2012, 2017; Portet et al.,
2017).

Outros estudos demonstraram uma preocupagdo com as intervencdes
ambientais em areas endémicas, pois essas podem favorecer a dispersdo dos
moluscos Biomphalaria spp. para areas indenes, além da possibilidade de se
desenvolver uma malacofauna favoravel que, associada a outros fatores, favoreceria
0 surgimento de novos focos endémicos (Brasil, 2019; Xu et al., 2010).

Avancar na observacdo do comportamento da relagdo parasito-hospedeiro
dessa parasitose torna-se ndo sO importante, como também contemporaneo e
inovador, dada a sequéncia de intervencbes ambientais, representada por
desmatamentos irregulares, crescimento urbano desordenado, construcdo de
barragens inacabadas, rompimento daquelas obsoletas, entre outros (Steinmann et
al., 2006; Brasil, 2019; Zheng et al., 2002).

Recentemente, a Fiocruz (Fundacdo Oswaldo Cruz), emitiu uma nota técnica
analisando os impactos a longo prazo do rompimento de barragem da mineradora
Vale, ocorrido em 25 de janeiro de 2019 em Brumadinho, municipio da Grande Belo
Horizonte, Minas Gerais. O documento destaca que em consequéncia do desastre, o
processo de transmissdo de doencas como a esquistossomose, podem ser


https://brasil.estadao.com.br/noticias/geral,barragem-de-rejeitos-se-rompe-em-minas-gerais,70002694280
https://brasil.estadao.com.br/noticias/geral,barragem-de-rejeitos-se-rompe-em-minas-gerais,70002694280
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favorecidos pelo contato com rios contaminados por esgotos domeésticos, e a
presenca de caramujos infectados (Brasil, 2019).

Ainda dentro dessa tematica, outro estudo relata que, alguns estados do
Nordeste Setentrional passam por ampla intervencdo eco-bio-social gerada pelo
Projeto de Integracdo do Rio S&o Francisco (PISF), que estima beneficiar 12 milhdes
de pessoas em 390 municipios, sendo algumas areas endémicas de
esquistossomose (Bezerra et al., 2018). Isto podera contribuir ndo somente para
dispersédo ou introducédo de hospedeiros intermediarios, que associada ao aumento
dos movimentos migratérios oriundos de areas endémicas, pode expandir os focos
de transmisséao (Pinheiro, 2017).

Ha de se considerar ainda, a possibilidade de ocorrer polimorfismo decorrente
de cruzamentos simpatricos e halopatricos nessa malacofauna introduzida com a
existente nas areas que sofreram intervencéao (Portet et al., 2017, 2019).

Por serem animais pecilotermos, é previsivel que diversos fatores limitantes
geolégicos e climaticos exercam uma razoavel influéncia nas densidades
populacionais. Em condicfes experimentais ocorre uma alteracdo da capacidade
reprodutiva devido ao isolamento das colbnias, sendo assim a produgdo de um
namero de individuos em coletivo independe daquelas para a sobrevivéncia
individual. As observacfes indicam que o potencial reprodutivo é excepcional, pelo
menos nesta espécie transmissora de S. mansoni (Teles et al., 2005; Carvalho;
Coelho; Lenzi, 2008).

O estabelecimento dos focos impde a contaminacdo do ambiente com fezes
por periodos longos para o desenvolvimento da susceptibilidade, até o ponto que
pequenas quantidades de ovos séo suficientes para a manutengcédo da transmissao
(Carvalho; Coelho; Lenzi, 2008). Todos estes fatores contribuem para ambientacao
da fauna limnica, dentre eles, do hospedeiro intermediario predisposto a S. mansoni
incrementando o risco de disperséo desta doenca (Baeninger, 2005).

O réapido processo de urbanizacdo ocorrido na regido sudeste no inicio do
século XX ocasionou um crescimento desordenado do municipio de Ourinhos, no
Vale do Paranapanema. Palasio et al. (2019) apontaram a presenca de B. glabrata
nesse municipio, além de casos autoctones de esquistossomose no periodo de 2008
a 2010, de acordo com o CVE (Centro de Vigilancia Epidemioldgica, SP, Brasil).

Logo, a formacdo de malacofaunas favoraveis a transmisséo e disseminacao

da esquistossomose mansoni N0 Nnosso pais e no mundo, € um fator que
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compromete a qualidade das cole¢Bes hidricas para as populacdes, principalmente,
aquelas desprovidas de demais recursos que lhe garantam uma sobrevivéncia
digna.

O desenvolvimento de técnicas sensiveis e especificas para o diagnostico
molecular no hospedeiro intermediario infectado por S. mansoni, pode preencher
uma lacuna da vigilancia, por fomentar a deteccao precoce do ciclo desse helminto e
por reconhecer novos focos endémicos (Pinheiro, 2017).

A regido cefalopodal foi eleita como a melhor para esse trabalho, pois, é onde
ocorre 0 primeiro contato parasitario com inicio da multiplicagdo das células
germinativas e diferenciacdo em esporocisto priméario (Carvalho; Coelho; Lenzi,
2008; Neves, 2002; Guaraldo et al., 1981).

Para extragdo de DNA genbmico de S. mansoni, a partir dos cefaldopodes dos
caramujos infectados, utilizou-se o QlAamp® DNA MiniKit, e os resultados apontaram
uma positividade na padronizacdo dos ensaios gPCR e cPCR. Por outro lado, a
visualizacdo das bandas néo estava tao evidente quando a da sequéncia 28S do
DNA com 395 pb, apresentando também marcacdes inespecificas em 2% de
agarose gel, o que nos levou a concluir que para o diagnéstico da infeccao por
cPCR, a sequéncia 28S seria a mais indicada, sendo, portanto, utilizada nos ensaios
posteriores.

De acordo com, Jannotti-Passos et al. (2006) houve a identificagdo molecular
do parasita utilizando como ferramenta a sequéncia espécie-especifica em tandem
do DNAmt de S. mansoni em B. glabrata infectado nos ensaios de Multiplex-PCR.
Isto aponta para uma seletividade e especificidade deste marcador na identificagdo
prévia deste molusco infectado.

Dessa forma, considerando o protocolo anteriormente padronizado no
diagnostico da infeccdo de soro humano por TagMan® qPCR (Espirito-Santo et al.,
2014), propbs-se expandir a técnica e aprofundar os estudos dessa sequéncia no
diagnéstico do hospedeiro intermediario infectado.

O LAMP PCR foi proposto recentemente em estudo similar e apresentou
resultados que podem torna-lo uma alternativa no diagnostico qualitativo de molusco
infectado sem que seja necessario o uso de termociclador (Caldeira; Jannotti-
Passos; Santos Carvalho, 2017; Gandasegui et al., 2016, 2018; Jannotti-Passos et
al., 2006; Hamburger et al., 2017).
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Todavia, a TaMan® gPCR é outra alternativa que demonstra ser interessante
quando se deseja uma andlise quantitativa que forneca também informacdes
referentes a intensidade da infeccdo nessa regido. Contém ainda, um controle
interno da reacdo de PCR, que avalia a presenca de inibidores da amplificacdo do
DNA genémico melhorando a especificidade e sensibilidade dessa técnica (Espirito-
Santo et al., 2014; Gomes et al., 2009; ten Hove et al., 2008).

Assim, representa uma inovacdo, uma vez que, a nested PCR e outras
técnicas moleculares anteriormente analisadas tem como desvantagens um
aumento da possibilidade de contaminacdo, ou a falta de um controle interno da
reacao (Janotti-Passos et al., 1997; Gandasegui et al., 2016; Caldeira; Jannotti-
Passos; Santos Carvalho, 2017).

Como limitacdo, para indicacdo deste método na andlise de caramujos
coletados diretamente do campo, sugere-se que exista um resultado mais apurado
com a realizacdo de testes de especificidade da sequéncia 28S para S. mansoni,
considerando a possibilidade de existir outras larvas de trematddeo que também
podem infectar B. glabrata em campo, apesar da descricao ja existente em relacéo a
especificidade para S. mansoni quando realizado ensaios junto com Cercaria
caratinguensis (Guaraldo et al., 1981; Ohlweiler e Kawano, 2002; Simdes et al.,
2017; Pinaud et al., 2019).

Para as analises entre as duas linhagens 72 horas e 14 dias apds exposi¢cao ao
miracidios, as técnicas de tecnologia molecular utilizadas, foram capazes de
identificar bandas nitidas na reacdo de cPCR, bem como a presenca do DNA
gendmico nos resultados expressos em Ct (Cycle Threshold), inclusive em
caramujos expostos a uma baixa carga parasitaria. Por outro lado, a positividade das
amostras ocorreu de forma aleatdria, ao invés de seguir um padrdo esperado de
uma curva dose-resposta crescente.

Dentre os fatores que podem explicar essa variagdo na positividade das
amostras, considera-se que esses moluscos foram expostos a condi¢cdes anti-
naturais estressantes durante a coleta e transporte dos exemplares ao ambiente
laboratorial (LIM-06).

Cantinha (2012) apontou que fatores epigenéticos, podem ser desencadeados
pelo stress e que, talvez se relacionem ao impacto na susceptibilidade. Esse fato
restringe a variabilidade genética na producdo de seus descendentes, que é
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determinante para perpetuacéo de individuos resistentes e sobreviventes ao parasito
(Lima et al., 2019).

Outro fator que justificaria essa variacdo conforme a intensidade da carga
parasitaria, seria 0 mecanismo de regulacao interna desse hospedeiro intermediario,
diante de uma possivel inibicdo do desenvolvimento descomedido de parasitas intra-
molusco, quando expostos a alta quantidade de miracidios (Carvalho; Coelho; Lenzi,
2008; Mitta et al., 2012; Wheeler et al., 2018).

Assim, para uma melhor comparacédo com relacao a variacédo dos resultados da
susceptibilidade desses dois grupos na infeccdo por S. mansoni, outros
experimentos utilizando linhagens isogénicas da criagcdo experimental de B. glabrata
do corrego Christoni, seriam necessarios (Gomes et al., 2009; Pinaud et al., 2019;
Portet et al., 2017, 2019; Tennessen et al., 2015).

Outro resultado a ser acatado diz respeito a capacidade de infeccdo com S.
mansoni (BH) em caramujos retirados de Ourinhos, que foi constatada pela
liberacdo de cercarias, e pela infeccdo do hospedeiro definitivo
(hamster/Mesocricetus auratus) demonstrada pela positividade da técnica de Kato-
Katz (Bio-manguinhos, Fiocruz 2014) (120 ovos por grama de fezes apés 43 dias de
infeccdo) desses animais associado aos achados anatomopatoldgicos compativeis
com a infeccdo pelo S. mansoni nos 6rgaos dos hamsters eutanasiados.

N&o foram encontrados ovos nas fezes do grupo de animais infectados com
cercérias proveniente dos caramujos controle positivo do ciclo. Entretanto, percebeu-
se, analisando estudos anteriores, que a oviposicao no ciclo rotineiro estabelecido
em laboratério com caramujos BH pode ocorrer mais tardiamente (Espirito-Santo et
al., 2014).

Ainda, para completar a evidéncia de perpetuacdo do ciclo, a analise
histopatolégica deste estudo seguiu a mesma metodologia do trabalho desenvolvido
por Espirito-Santo et al. (2014).

Foram observadas alteracdes anatomopatologicas em ambos os grupos de
animais estudados, como a presenca de hepatoesplenomegalia na andlise
macroscopica, e infiltrados inflamatorios em torno de ovos e vermes adultos na
analise microscopica, bem como, granulomas esquistossomaéticos no figado, pulméao
e intestino, além da congestéo esplénica.

Esses achados culminaram nos processos de fibrose periportal e pneumonite

esquistossomotica, confirmando a morbidade da infeccéo experimental de hamsters,
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pelas cercéarias liberadas do hospedeiro intermediario da linhagem Ourinhos
(Butrous, 2019; Espirito-Santo et al., 2015).

Assim sendo, esse trabalho, formou um novo ciclo experimental, com uma
reproducao consideravel e apontou um avanco na observacdo do comportamento da
relacdo parasito-hospedeiro da esquistossomose.

Apesar da existéncia de restricdes nas condicbes de um ciclo laboratorial,
apontamos pela primeira vez a TagMan® gqPCR como uma alternativa para o
diagnostico de caramujos infectados por S. mansoni numa regido de baixa
endemicidade do Estado de Sao Paulo.

A presenca de alteracdes anatomopatologicas nos 6rgaos do hamster infectado
demonstrou a capacidade que esse molusco tem de completar o ciclo assexuado e,
da cercaria liberada pelo mesmo de completar o ciclo sexuado no hamster, inclusive
desencadeando a doenga na forma hepatoesplénica grave.

Avancar na observacdo do comportamento da relagdo parasito-hospedeiro
dessa parasitose torna-se, ndo sO importante, como também contemporaneo e
inovador, sendo uma acao destacada pela Assembleia Mundial de Saude de 2012
(Pellegrini, 2012) e pelo PCE (Brasil, 2008).

Trata-se, portanto, de um estudo que aponta para uma ferramenta diagndstica
molecular mais sensivel e especifica que a utilizada nos procedimentos padrbes de
vigilancia malacologica. Com isso, pode-se aprimorar o diagnostico da infeccao por
S. mansoni no hospedeiro intermediario, que constitui a fase pré-patente da infeccéo
no homem e em outros mamiferos. Nesse contexto, poderda promover o
monitoramento e a gestdo das colecbes hidricas nas areas endémicas,
principalmente nas de moderada e baixa endemicidade da esquistossomose,

melhorando o impacto dessa parasitose na qualidade de vida dessas populagoes.
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8 CONCLUSOES

Desenvolveu-se e padronizou-se as técnicas de cPCR e gPCR, sensiveis e
especificas para detectar a infec¢do por S. mansoni em caramujos B. glabrata
procedentes de area de baixa endemicidade;

As condicbes estabelecidas no nosso experimento favoreceram o
desenvolvimento da linhagem experimental B. glabrata, Ourinhos/SP, no LIM-
06;

A presenca de alteracbes anatomopatoldégicas nos 6rgdos do hamster
infectado demonstrou a capacidade que esse molusco tem de completar o
ciclo assexuado no hospedeiro intermediario e, da cercéaria liberada pelo
mesmo de completar o ciclo sexuado no hospedeiro definitivo, inclusive
desencadeando a doenca na forma hepatoesplénica grave;

A extracdo de DNA gendmico de S. mansoni foi efetiva e os primers utilizados
apresentaram sensibilidade e especificidade na deteccdo do DNA genémico
de S. mansoni, em B. glabrata linhagem Ourinhos/SP e BH,;

A deteccdo de esporocistos primarios de S. mansoni em B. glabrata foi obtida
tanto apds 72 horas, quanto apés 14 dias da exposicao ao miracidios, sendo
constatada pela presenca de bandas nitidas com 350 pb na reacdo de cPCR,
além de produtos de amplificacdo do DNA de S. mansoni na TagMan®gPCR
expressos em Ct (Cycle Threshold).
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9 PROPOSTA
Apresentamos como proposta de melhoria a Vigilancia Malacoldgica da

Esquistossomose mansoni a utilizagdo do método tradicional, das técnicas

moleculares e/ou a combinagdo de métodos, seguindo o algoritmo abaixo:

Figura 34 - Algoritmo sugerido para aprimoramento dos procedimentos rotineiros na vigilancia
malacolégica empregada para monitoramento de areas de transmisséo da

esquistossomose mansoni

PROPOSTA DE VIGILANCIA MALACOLOGICA DA
ESQUISTOSSOMOSE MANSONI

METODO I: Exposic¢do do caramujo a luz para eliminagio de cercaria
METODO II: PCR convencional (¢PCR)

METODO IlI: TagMan® gPCR
I
4 ]
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APENDICE A - Resultados dos experimentos de cPCR na amplificacdo do DNA de S. mansoni em

caramujos B. glabrata linhagem Ourinhos e BH/IMT com 1 miracidios e 72 horas de

infeccéo

mira(::Ll’dios Amostra Resultado mirat::Ll’dios Amostra Resultado
72 horas dacPCR 72 horas dacPCR
1 Cel 072 1* Negativo 12 Cel BH72 _1** | Negativo

2 Ce2 072 1 Negativo 13 Ce2 BH72 1 Negativo

3 Ce3 072 1 14 Ce3 BH72 1 Negativo

4 Ce4 072 1 Negativo 15 Ce4 BH72 1 Negativo

5 Ce5 072 1 Negativo 16 Ce5 BH72 1 Negativo

6 Ceb 072 1 Negativo 17 Ce6 BH72 1 Negativo

7 Ce7 072 1 Negativo 18 Ce7_BH72 1 Negativo

8 Ce8 072 1 Negativo 19 Ce8 BH72 1 Negativo

9 Ce9 072 1 Negativo 20 Ce9 BH72 1 Negativo

10 Cel0 072 1 Negativo 21 Cel0 BH72 1 Negativo

12 13 14 15 16 17 18 19

7 8 9

10 11

20 21 22
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APENDICE B - Resultados dos experimentos de cPCR na amplificacdo do DNA de S. mansoni em

caramujos B. glabrata linhagem Ourinhos e BH/IMT com 1 miracidios e 14 dias de

infeccéo

1 1
miracidios Amostra Resultado miracidios Amostra Resultado
14 dias daPCR 14 dias daPCR
1 Cel 014 1 Negativo 12 Ce2 BH14 1 Negativo
2 Ce2 014 1 Negativo 13 Ce3 BH14 1 Negativo
3 Ce3 014 1 Negativo 14 Ce4 BH14 1 Negativo
4 Ce4 014 1 Negativo 15 Ce5 BH14 1 Negativo
5 Ce5 014 1 Negativo 16 Ce6 BH14 1 Negativo
6 Ce6 014 1 Negativo 17 Ce7_BH14 1 Negativo
7 Ce7 014 1 Negativo 18 Ce8 BH14 1 Negativo
8 Ce8 014 1 Negativo 19 Ce9 BH14 1 Negativo
9 Ce9 014 1 Negativo 20 Cel0 BH14 1 Negativo
10 CN Negativo 21 CP_V2 Positivo
11 Cel BH14 1 Negativo 22 CP_v3 Positivo

12 13

14 15 16

17

18

19520 21 22
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APENDICE C - Resultados dos experimentos de cPCR na amplificacdo do DNA de S. mansoni em

caramujos B. glabrata linhagem Ourinhos e BH/IMT com 5 miracidios 72 horas dias de

infeccéo
5 miracidios Amostra Resultado | 5 miracidios Amostra Resultado
72 horas da PCR 72 horas da PCR

1 Cel 0725 Negativo 12 Cel BH72 5 Negativo
2 Ce2_072_5 Negativo 13 Ce2 BH72_5 | Negativo
3 Ce3_072_5 Negativo 14 Ce3_BH72_5 Negativo
4 Ced4 072 5 Negativo 15 Ced4 BH72_5 Negativo
5 Ce5_072_5 Negativo 16 Ce5_BH72_5 Negativo
6 Ce6_072_5 Negativo 17 Ce6_BH72_5 Negativo
7 Ce7_072_5 Negativo 18 Ce7_BH72_5 Negativo
8 Ce8_072_5 Negativo 19 Ce8 BH72_5 Negativo
9 Ce9_072_5 Negativo 20 Ce9_BH72_5 Negativo
10 Cel0_0O72_ 5 21 Cel0_BH72_5 Negativo
11 CN Negativo 22 CP_V2

2

12 13 14 15 16 17 18

3 4 9 6 7 8§ '8

10 11

19 20 21 22
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APENDICE D - Resultados dos experimentos de cPCR na amplificacdo do DNA de S. mansoni em

caramujos B. glabrata linhagem Ourinhos e BH/IMT com 14 dias de infeccdo e 5

miracidios
5 miracidios Amostra Resultado | 5 miracidios Amostra Resultado
14 dias da PCR 14 dias da PCR
1 Cel 014 5 12 Ce2 BH14 5 | Negativo
2 Ce2_014 5 Negativo 13 Ce3 BH14 5 | Negativo
3 Ce3 014 5 14 Ce4 BH14 5 | Negativo
4 Ce4 014 5 Negativo 15 Ce5 BH14 5 | Negativo
5 Ce5 014 5 Negativo 16 Ce6 _BH14 5 | Negativo
6 Ce6_014 5 Positivo 17 Ce7_BH14 5 | Negativo
7 Ce7 014 5 [T 18 Ce8 BH14 5
8 Ce8_014_5 Positivo 19 Ce9 _BH14 5 | Negativo
9 Ce9 014 5 Positivo 20 Cel0_BH14 5
10 CN Negativo 21 CP_V2 Negativo
11 Cel BH14 5 | Negativo - - -

11 12 13

14 15 16 17 18 19 20 21
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APENDICE E - Resultados dos experimentos de cPCR na amplificacdo do DNA de S. mansoni em
caramujos B. glabrata linhagem Ourinhos e BH/IMT com 72 horas de infec¢éo, com
exposicao a dez miracidios

mira%:?dios Amostra Resultado mira%:ci)dios Amostra Resultado
72 horas daPCR 72 horas daPCR
1 Cel 0O72_10 pgleKii\Ye; 12 Cel BH72_10 | Negativo
2 Ce2 072 10 IS 13 Ce2 BH72_10
3 Ce3_072_10 mEeE|\Ye 14 Ce3 _BH72 10 | Negativo
4 Ce4_0O72_10 | Negativo 15 Ce4 BH72_ 10 i)
5 Ceb5_072_10 mEeE|Ye 16 Ce5 BH72 10 i)
6 Ce6_072_10 eE|Ye 17 Ce6_BH72_ 10 i)
7 Ce7_072_10 | Negativo 18 Ce7_BH72_10 i)
8 Ce8 072 10 19 Ce8 BH72 10 | Negativo
9 Ce9_072_10 | Negativo 20 Ce9 BH72 10 | Negativo
10 Ce10 072 10 | Negativo 21 |cel0_BH72 10
11 CN Negativo 22 CP_V2 Positivo

L AT Sl (U Aty N T S () B Y |

1213 14 1516 17 18 19 20 21 22
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APENDICE F - Resultados dos experimentos de cPCR na amplificacdo do DNA de S. mansoni em
caramujos B. glabrata linhagem Ourinhos e BH/IMT com 14 dias de infeccéo, com
exposicao a dez miracidios

mira%:?dios Amostra Resultado mira%:ci)dios Amostra Resultado
14 dias daPCR 14 dias daPCR

1 Cel 014 10 pgleKii\Ye; 12 Ce7_BH14 10 | Negativo
2 Ce2_014_ 10 pmgleKii\Ye; 13 Ce8 _BH14 10 | Negativo
3 Ce3_014_10 mEeE|uYe 14 Ce9 BH14 10 | Negativo
4 Ced4_014 10 pEeE|Ye 15 Cel0 BH14 10| Negativo
5 CN Negativo 16 CP_V2
6 Cel BH14 10 | Negativo - - -
7 Ce2 BH14 10 | Negativo - - -
8 Ce3 BH14 10 | Negativo - - -
9 Ce4 BH14 10 | Negativo - - -
10 Ce5 BH14 10 EeSIiYe] - - -
11 Ce6_BH14 10 EeSIi)Ye] - - -

10

11 12 "33

14 15
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APENDICE G - Resultados dos experimentos de cPCR na amplificacdo do DNA de S. mansoni em

caramujos B. glabrata linhagem Ourinhos e BH/IMT com 72h de infec¢do, com
exposicao a 20 miracidios

mirai?dios Amostra Resultado miraici)dios Amostra Resultado
72 horas daPCR 72 horas daPCR
1 Cel O72_20 Positivo 12 Cel BH72_20 1Y)
2 Ce2_072_20 Positivo 13 Ce2_BH72_20 e 1iYe)
3 Ce3_072_20 EeE|Ye 14 Ce3 _BH72 20 | Negativo
4 Ced_072_20 eE|Ye 15 Ce4 BH72_ 20 1Y)
5 Ceb5_072_20 EeE|Ye 16 Ce5 BH72 20 | Negativo
6 Ce6_072 20 eS|\ - Ce6_BH72_20 k1Y)
7 Ce7_072_20 s\ - Ce7_BH72_20 s
8 Ce8 _072_20 | Negativo - Ce8_BH72_20 | Negativo
9 Ce9 072 20 | Negativo - Ce9_BH72_20 el
10 Cel0_0O72 20 | Negativo - Cel0_BH72_20 lel(i\Ye)
11 CN Negativo - CP_V2 Positivo

12 13 14 15 16 17

7 8 9 10 11

18 19

20 21 22
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APENDICE H - Resultados dos experimentos de cPCR na amplificacdo do DNA de S. mansoni em
caramujos B. glabrata linhagem Ourinhos e BH/IMT com 14 dias de infeccdo, com
exposicao a 30 miracidios

mira?::?dios Amostra Resultado mira?:?dios Amostra Resultado

14 dias daPCR 14 dias daPCR
1 Cel 014 _30 | Negativo 12 Ce6 _BH14 30 pmzleSiiie}
2 Ce2_014_30 | Negativo 13 Ce7 _BH14 30 pmzlesiiie}
3 Ce3_014_30 mEeE|Ye 14 Ce8 BH14 30 1Y)
4 Ced4_014_30 EeE|Ye 15 Ce9 BH14 30 i)
5 Ce5_014_30 EeE|Ye 16 Cel0 BH14 30 zleFiYe]
6 CN 17- CP_V2 Positivo
7 Cel BH14 30 EEeSI(Ye] - - -
8 Ce2 BH14 30 pESI(Ye] - - -
9 Ce3 _BH14 30 EeSI(Ye] - - -
10 Ce4 BH14 30 pEeSI(Ye] - - -
11 Ce5 BH14 30 EeSI)Ye] - - -

9 10 11 12 13 14 15 16 17




APENDICE | - Resultados das gPCR e cPCR obtidos de amostras positivas de moluscos infectados

com 10 miracidios, 72 horas de infecgdo, com diferentes iniciadores

Caramujos RT-PCR RT-PCR PCR.
Ourinhos ten Hove (ct) ES/Pontes convencional

Sandoval
Cel 072 10 29,7 23,7 Positivo
Ce2 072 10 29,5 23,8 Positivo
Ce3 072 10 31,4 24,6 Positivo
Ce4_072_10 Negativo
Ce5_072_10 30,5 24,3 Positivo
Ce6_072_10 32,8 26,0 Positivo
Ce7 072 10 Undetermined | Undetermined Negativo
Ce8 072 10 31,1 24,8 Positivo
Ce9 072 10 Undetermined | Undetermined Negativo
Cel0 072 10 | Undetermined | Undetermined Negativo
Cel 014 10 Positivo
Ce2 014 10 Positivo
Ce3 014 10 Positivo
Ce4 014 10 24,8 19,0 Positivo
Ce5 014 10
Ce6_014 10
Ce7 014 10

Morreram

Ce8 014 10
Ce9 014 10

Cel0_014 10
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APENDICE J - Resultado dos Ct's (Cycle Threshold) da gPCR obtida de amostras positivas de
moluscos infectados com 10 miracidios, 72 horas de infeccéo, utilizando o iniciador
ten Hove et al., 2008

Hove_2008

4 0113538

0.00001 |

APENDICE K - Resultado dos Ct’s (Cycle Threshold) da qPCR obtida de amostras positivas de
moluscos infectados com 10 miracidios, 72 horas de infec¢éo, utilizando o iniciador
Pontes; Dias-Neto e Rabello et al., 2002 e sonda Espirito-Santo, 2013

S_Mansoni
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APENDICE L - Taxa de incidéncia de esquistossomose na regido Sudeste do Brasil

Hunicipio de{o} Brumnadinho - Hinas Gerais
Taxa de incidencia de esquistossomose por 100.000 habitagﬁ%s
oy
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200 o
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V] —:Z_E:II — -F"Ei_ ! S ! Sy 1 Sau ! PEEN ! i ! 1
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o
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=2

I O Municipio [@ UF I

Fonte: SINAN
Fonte: Atlas da agua, ICICT/Fiocruz, 2018 (www.aguabrasil.icict.fiocruz.br).




APENDICE M - Aprovag&o na Comisséo de Etica no Uso de Animais

P

il Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo

ME D ICINA Avenida Dr. Amaldo, 455

Pacaesmbu — 530 Paulo — SP
ISy -

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que a proposta intitulada “Manutencio do Ciclo
Biologico de Schistosoma mansoni em Hamsters (linhagem Golden)
experimentalmente infectados”, registrada com o n® 1012/2018, scb a
responsabilidade de Maria Cristina Carvalho do Espirito Santo e Marcia
Oliveira Casott, apresentada pelo Departamento de Moléstias Infecciosas e
Parasitarias - que envolve a produgic, manutencio efou utilizacio de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n?
11.794, de & de outubro de 2008, do Decreto n® 6.89y, de 15 de julho de 2004, e com
as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal
(CONCEA), e foi aprovada “Ad Referendum” pela COMISSAO DE ETICA NO USO
DE ANIMAIS (CEUA) da Faculdade de Medicina da USP em 14.03.18

Finalidade ( )Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagio Inicio: 02-o2-2017 Término: 19-07-2019
Espécie/linhagem raca Hamster Golden
N® de animais 312
Peso/Idade 5 Semanas
Sexo Fémeas
Origem Biotério Instituto de Medicina Tropical

A CEUA FMUSP solicita que ao final da pesquisa seja enviado Relatorio com todas
as atividades.

CEUA-FMUSP, 14 de Marco de 2018

Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador
Comissio de Etica no Uso de Animais

Comisso de Etica no Usa de Animais da FMUSP

e-mail: ceuadfm.usp br
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ATIVIDADES ACADEMICAS

1. Marcia Oliveira Casotti, Roseli Tuan, Michele Gomes, Emmanuel Dias-Neto, Jodo
Renato Rebello Pinho, Fabiana Martins Paula, Flair José Carrilho José Carrilho,
Expedito José Albuquerque Luna, Ronaldo Cesar Borges Borges Gryschek, Maria
Cristina Carvalho do Espirito-Santo. Molecular characterization of the larval
phase of Schistosoma mansoni in Biomphalaria glabrata mollusks in
experimental conditions. ASTMH 65th Annual Meeting November 13-17, 2016,
Atlanta Marriott Marquis and Hilton Atlanta, Georgia, USA. As a congressman and
poster presentation of the abstract: Original Abstract Number: 1424.New
Presentation Number: 571. (A*)

2. Mércia Oliveira Casotti; Maria Cristina Carvalho do Espirito Santo. Diagndéstico
da infeccdo de Biomphalaria glabrata por Schistosoma mansoni em area de
baixa endemicidade, no estado de Sdo Paulo, pela deteccdo de esporocistos
primarios, utilizando técnicas de biologia molecular. V Jornada Cientifica da
Divisdo/Departamento de Moléstias Infecciosas e Parasitarias. FMUSP, 23.08.17.
(B%)

3. Marcia Oliveira Casotti and Maria Cristina Carvalho do Espirito Santo. Molecular
detection of Schistosoma mansoni sporocyst stage in Biomphalaria glabrata
mollusk in experimental conditions. XXV Congresso Brasileiro de Parasitologia,
03 a 06 de setembro de 2017, Buzios, Rio de Janeiro. Brazil. (C*)

4. Marcia Oliveira Casotti, Roseli Tuan, Michele Gomes, Expedito José Albuquerque
Luna, Emmanuel Dias-Neto, Fabiana Martins Paula, Jodo Renato Rebello Pinho,
Flair José Carrilho, Ronaldo Cesar Borges Gryschek, Maria Cristina Carvalho do
Espirito-Santo. Detection of Schistosoma mansoni sporocyst stage in
Biomphalaria glabrata mollusk in experimental conditions. American Society of
Tropical Medicine and Hygiene, 67th Annual Meeting October 28 - November 1,
2018, Sheraton New Orleans and New Orleans Marriott, New Orleans, LA USA. (D*)
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' XXV CONGRESSO BRASILEIRO DE PARASITOLOGIA
De 03 a 06 de setembro de 2017 - Bizios — Rio de Janeiro

Certificado

Cem.ﬁca que Mama Olrvexm Casom and Maria Cristina Carvalho Espirito Santo participaram do XXV Congresso
il de Parasi i em Bizios, de 03 a 06 de setembro de 2017, no Rio de Janeiro, com o trabalho
Molecular detection of Schistosoma mansoni sporocyst stage in Biomphalaria glabrata mollusk in

*D

experimental conditions

ﬂ#’ 4*‘“*‘ Vl.e‘x & Y'A

Dr. José Roberto Machado e Silva
Presidente
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A FMUSP

Divisdo/Departamento de Moléstias Infecciosas e Parasitarias
Instituto Central

Certificamos que a Dra Marcia Casoftti proferiu a palestra: Diagnéstico da

infeccio de Biomphalaria glabrata por Schistosoma mansoni em area de baixa
endemicidade, no Estado de Sdo Paulo, pela deteccdo de esporocistos primarios,
utilizando técnicas de biologia molecular, na VIl Jornada Cientifica da
Divisdo/Departamento de Moléstias Infecciosas e Parasitarias, no Centro de Convencoes

Reboucas, em 03 de abril de 2019.

C{)&,_ eide T—

F'” @-'FP Prof2 Dr2 Valdir Sabbaga Amato Profe Dr2 Ronaldo César Borges Gryschek

de da
de Medicina da de S50 Pavlo

Coardenador da Comiss3o de Etica e Pesquisa do Chefedo

VUSSP R 4 e da
de Medicina da de de Sho Paulo
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CARTA DE ACEITE

Prezada(o) Maria Cristina Carvalho do Espirito Santo

A Comissdo Cientifica do 55° Congresso da Sociedade Brasileira de Medicin
Tropical e do XXVI Congresso da Sociedade Brasileira de Parasitologia, ap6s leitur
e anadlise cuidadosa das propostas submetidas, vem informar que o se
trabalho Detecgdo molecular da infeccdo experimental por Schistosom
mansoni em Biomphalaria glabrata linhagem BH foi selecionado para compor
programacao deste evento, a ser realizado de 28 a 31 de julho de 2019, em Bel
Horizonte. Em breve a programagéo completa estara disponivel.

Atenciosamente,

Comissao Cientifica
55° Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical
XXVI Congresso da Sociedade Brasileira de Parasitologia




