UNIVERSIDADE TIRADENTES- UNIT
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

ESTUDO DOS ASPECTOS AMBIENTAIS E PROTEICOS DE
Biomphalaria glabrata EM AREA RURAL E PRAIANA DA REGIAO
METROPOLITANA DE ARACAJU, SERGIPE-BRASIL

TAISSA ALICE SOLEDADE CALASANS

Aracaju
Fevereiro — 2019



UNIVERSIDADE TIRADENTES- UNIT
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

ESTUDO DOS ASPECTOS AMBIENTAIS E PROTEICOS DE
Biomphalaria glabrata EM AREA RURAL E PRAIANA DA REGIAO
METROPOLITANA DE ARACAJU, SERGIPE-BRASIL

Tese de Doutorado submetida a banca
examinadora para a obtencdo do titulo de
Doutor em Saude e Ambiente, na area de
concentracdo Saude e Ambiente.

TAISSA ALICE SOLEDADE CALASANS
Orientador (a):
Verdnica de Lourdes Sierpe Jeraldo, D.Sc.

Aracaju
Fevereiro — 2019



Cl45e

Calasans, Taissa Alice Soledade

Estudo dos aspectos ambientais e proteicos de Biomphalaria glabrata em area
rural e praiana da regido metropolitana de Aracaju, Sergipe-Brasil / Taissa Alice
Soledade Calasans; orientacdo [de] Prof.2 Dr.2 Ver6nica de Lourdes Sierpe Jeraldo
— Aracaju: UNIT, 2019.

90 f.il;30cm
Tese (Doutorado em Saude e Ambiente) - Universidade Tiradentes, 2019
Inclui bibliografia.

1. Biomphalaria glabrata. 2. Fatores ambientais. 3. Protebmica. I. Calasans, Taissa
Alice Soledade. Il. Jeraldo, Ver6nica de Lourdes Sierpe (orient.). I1l. Universidade
Tiradentes. 1V. Titulo.

CDU: 616. 995. 122-076

SIB- Sistema Integrado de Bibliotecas




ESTUDO DOS ASPECTOS AMBIENTAIS E PROTEICOS DE Biomphalaria
glabrata EM AREA RURAL E PRAIANA DA REGIAO METROPOLITANA DE
ARACAJU, SERGIPE-BRASIL

Taissa Alice Soledade Calasans
TESE DE DOUTORADO SUBMETIDA A BANCA EXAMINADORA PARA A

OBTENGCAO DO TITULO DE DOUTOR EM SAUDE E AMBIENTE, NA AREA DE
CONCENTRACAO SAUDE E AMBIENTE.

Aprovada por:

Verdnica de Lourdes Sierpe Jeraldo, D.Sc.
Orientadora

Idessania Nazareth da Costa, D.Sc.
Universidade Estadual de Londrina

Sona Arun Jain, D.Sc.
Universidade Tiradentes

Claudia Moura de Melo, D.Sc.
Universidade Tiradentes

Rubens Riscala Madi, D.Sc.
Universidade Tiradentes

Aracaju
Fevereiro — 2019



DEDICATORIA

Ao meu pai, José Calasans Menezes (in memoriam).
A minha mae, Vera LuUcia Soledade Menezes.



EPIGRAFE

Gratidao gera gratidao... A frase: "Alegrem-se que virdo
coisas alegres", expressa uma grande verdade."

Por Meishu-Sama.



AGRADECIMENTOS

Foram quatro anos de dedicacgéo e aprimoramento diério para elaboracao deste trabalho,
e ndo seriam possiveis sem a colaboracdo, estimulo e empenho de algumas pessoas.
Diante deste fato, gostaria de expressar toda a minha gratiddo e carinho a todos aqueles
que contribuiram para que este trabalho se tornasse uma realidade. Assim, inicio
agradecendo a Deus por me apresentar oportunidades, nas quais, pude viver experiéncias
de fé e determinagdo para cumprir mais essa missao. O teu amor cobriu as minhas
fraquezas e a tua fidelidade foi maior do que todos os obstaculos na minha vida. Obrigada!

Aos meus pais, pela solida formacao na graduacao que proporcionou a continuidade nos
estudos até o doutorado. As minhas irmas Ingrid Calasans e Tamara Calasans, pela
parceria carinhosa durante esses anos. Que familia! Aquela que com amor e cumplicidade,
compreendeu com paciéncia todos 0s meus momentos de presenca e auséncia familiar.

Sempre ressaltei para 0s que me perguntavam que, a minha orientadora, Doutora
Veronica de Lourdes Sierpe Jeraldo, foi, e € 0 meu maior expoente. Ela ndo s6 me permitiu
liberdade de acdo neste trabalho, mas contribuiu para que alavancasse 0 meu
desenvolvimento pessoal e profissional. Professora, a sua transmissédo de confianca, foi de
grande forga na minha continuagdo. Eu aprendi muito, eu vivi um doutorado de papel, de
campo, de laboratério e de vida. Gracias!

A Dr? Claudia Melo que a considero como minha orientadora do “pensar”, pois
literalmente me ensinou a pensar como parasitologista raiz. Muito obrigada, por solidificar as
experiéncias de ensino e oportunidades que vivenciei!

Todos tém motivos para a gratiddo, quando pessoas nas nossas vidas tém tempo para
compartilhar e nos fazer saber por atos que podemos contar com elas. Assim, agradeco aos
amigos Aline Hora, André Mota, Camila Santos, Fernanda Cunha, Guilherme Mota, Jamille
Desirée, Joao Marcos, Juliana Meneses, Rafaela Oliveira, Rebeca Oliveira e Sarah
Gabriela.

A toda equipe dos Laboratérios de parasitologia e biologia tropical do Instituto de
tecnologia e Pesquisa: alunos e professores. A Dr.2 Silmara Allegretti e Dr.2 Fernanda
Cabral, pela disponibilidade de tempo em ensinar técnicas realizadas no Departamento de
Biologia Animal da Universidade Estadual de Campinas. A Dr.2 Silvana Belo, pelo aceite e
recepcao no intercambio realizado na Universidade Nova de Lisboa. Ao Mestre Luis Bogaio,
obrigada pela companhia e toda ajuda no laboratério do IHMT em Portugal.

Agradeco a Fundagdo de Apoio a Pesquisa e a Inovagdo Tecnologica do Estado de
Sergipe (FAPITEC/SE) pela bolsa de estudos. A Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela outorga de bolsa pelo programa institucional de
bolsas de doutorado sanduiche no exterior. Assim, foi possivel obter e aprimorar
conhecimentos para cumprir este trabalho.



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt ettt e ettt en e n e 11
2 OBUIETIVOS ..ot e et e et e e 13
P R 1= | PP P PP PP PPPPPPPPPPPPPP 13
2.2 ESPECITICOS 1.ttt e e e e 13
3 CAPITULO | - REVISAO DE LITERATURA ....oooitiit ittt 14
3.1 Caracteristicas da espécie Biomphalaria glabrata...........ccccccceeeiiiiiiiiii e, 14
3.2 Biomphalaria glabrata: Aspectos ecoldgicos e comportamentais...........ccccceevveeeeee. 20
3.3 Ocorréncia do hospedeiro B. glabrata em regifes litoréneas ...........ccccoovveevvveevnnnnen. 22

3.4 Esquistossomose: Schistosoma mansoni, biologia, transmisséo e tratamento ....25

3.5 Schistosoma mansoni — taxonomia € Morfologia ..........uuveeeieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeeeee 28
3.6 Ciclo de vida e relac@o parasita/nOSPedeiro .........ueeiiieeiiieiiiiiiii e 30
3.7 Epidemiologia da €SQUISTOSSOMOSE .....ceuuviiieiiiiiiiiiieiieeeeesstienssesssssssssssssssssssssnssennnnnne 33
3.8 Esquistossomose e fatores socioecondmicos e ambientais ..........ccccceeeviieiiiiiiinnnnn, 35
4 CAPITULO Il - MATERIAL E METODOS .......couiitiiieieete ettt 38
4.1 Areas € ESTUAOD ......ocveieeiiieciieieee ettt ettt ettt ne e sae s 38
Vo = (o Lo T3 o1 [V AVZTo 2 1=] 4 oo 1= 39
4.3 Andlises fisico-quimicas e microbioldgicada dgua..........c..ooeeevviiiiiiiiiii e, 40
4.4 ANAlISE dO SEAIMENTO c.coiiiiiiie i e e e e 40
4.5 Coletas d€ MOIUSCOS ...ccoiiiiiiiiiiii ettt e e e 41
4.6 ANAlISES PAraSitOlOQICAS .uuuiii i 41
4.7 Gradiente de SAlNIAAUE...........uiiiiiiiiiiie e 41
S o g { = Tot= To o [N o1 o1 (=1 = 1= 42
4.9 Analises estatisticas € DioiNfOrMALICA...........coiiiiiiiiiiii e 43
B REFERENCIAS ....ooviiiteiteceeeteeeee ettt ettt ettt aete et e s teete e e ete et et e et e e atestestestesaneanens 44
6 CAPITULO I = ARTIGO ...ttt e e e 54
7 CAPITULO IV= ARTIGO 2 = COMUNICACAO BREVE .......ceoveveeeeeceeeeeee e, 76

8 CONCLUSAQ GERAL ..ottt 90



RESUMO

A esquistossomose mansbnica € uma infeccdo parasitaria, cujo agente etiolégico € o
helminto Schistosoma mansoni, que envolve a espécie Biomphalaria glabrata como seu
principal hospedeiro intermediario. Conhecida como uma parasitose desenvolvida,
sobretudo em &reas rurais, a infeccdo tem sido notificada em grandes centros urbanos e
regides litoraneas, que séo confirmados com casos humanos ou a presenca de hospedeiros
transmissores nessas localidades. Diante desse contexto, o presente trabalho teve como
objetivo estudar aspectos ambientais e de proteoma de moluscos coletados na praia de
Aruanda e em area rural da regido metropolitana de Aracaju, Sergipe. Durante o estudo,
foram realizadas coletas de B. glabrata, submetidas a andlises parasitolégicas e
protedmicas. Em paralelo foram realizadas analises fisico-quimicas e microbiolégicas das
cole¢des hidricas e do sedimento dos criadouros, além de realizado o experimento para
testar o efeito do gradiente de salinidade sobre a sobrevivéncia dos moluscos. No periodo
de junho de 2015 a julho de 2017, foram coletados um total de 6.423 moluscos, sendo 2.032
no ponto praia e 4.391 no ponto rural. Os resultados de infeccao parasitologica revelaram
moluscos de ambos os pontos (praia e rural) liberando cercarias de S. mansoni. As variaveis
ambientais e fisico-quimica da 4gua e sedimento quando comparadas entres os pontos de
coleta no periodo de seca, apresentaram valores maiores na praia como, por exemplo,
a Precipitacdo (30,3 mm), Temperatura (28,9 °C), Turbidez (15,6 NTU) /, pH (7,2) e
Manganés (24,2). As andlises microbiolégicas da agua revelaram a positividade de
coliformes totais e Escherichia coli, tanto no periodo seco e chuvoso. O teste de salinidade
revelou que os moluscos coletados na praia, permaneceram vivos, quando expostos as
diluicdes de 25 e 30% e 40 a 95% e os moluscos da rural se encontravam vivos em todas as
diluicdes, exceto de 5%. Sendo assim, os resultados deste estudo comprovam que as
localidades avaliadas possuem caracteristicas ambientais favoraveis para o
desenvolvimento dos moluscos que se mostraram resistentes a diversos parametros fisico-
guimicos. Resultados estes compativeis com os achados na andlise de proteinas onde
foram identificadas proteinas de alta afinidade por contaminantes ambientais. Concluindo
gue a juncdo desses resultados gera um possivel entendimento da sobrevivéncia de B.
glabrata em criadouros de diferentes ambientes. Fator importante na busca de desenvolver

novas medidas para o controle da transmisséo da esquistossomose.

Palavras-chave — Biomphalaria glabrata; fatores ambientais, prote6mica.



ABSTRACT

Schistosomiasis mansoni is a parasitic infection whose etiological agent is the helminth
Schistosoma mansoni, which involves the species Biomphalaria glabrata as its main
intermediate host. Known as a developed parasite, especially in rural areas, infection has
been reported in large urban centers and coastal regions, which are confirmed with human
cases or the presence of transmitting hosts in these localities. The objective of this study was
to study the environmental and proteomic aspects of mollusk collected in the Aruanda beach
and in the rural area of the Aracaju metropolitan region, Sergipe. During the study, B.
glabrata collections were submitted to parasitological and proteomic analyzes. In parallel,
physical-chemical and microbiological analyzes of the water and sediment collections of the
breeding sites were carried out, besides the experiment to test the effect of the salinity
gradient on the survival of the mollusk. In the period from June 2015 to July 2017, a total of
6,423 mollusk were collected, being 2,032 at the beach point and 4,391 at the rural point.
The results of parasitological infection revealed mollusk from both points (beach and rural)
releasing S. mansoni cercariae. The environmental and physico-chemical variables of water
and sediment, when compared between collection points in the dry season, presented higher
values on the beach, such as Precipitation (30.3 mm), Temperature (28.9 ° C) , Turbidity
(15.6 NTU), pH (7.2) and Manganese (24.2). Microbiological analyzes of water revealed the
positivity of total coliforms and Escherichia coli, both in the dry and rainy season. The salinity
test revealed that the mollusk collected on the beach remained alive when exposed to 25
and 30% and 40 to 95% dilutions and the rural mollusk were alive at all dilutions, except for
5%. Thus, the results of this study prove that the evaluated locations have favorable
environmental characteristics for the development of mollusk that have been resistant to
several physicochemical parameters. These results are compatible with the findings in
protein analysis where high affinity proteins were identified by environmental contaminants.
Concluding that the combination of these results generates a possible understanding of the
survival of B. glabrata in breeding sites of different environments. An important factor in the

search to develop new measures to control the transmission of schistosomiasis.

Keywords— Biomphalaria glabrata; environmental factors; proteomics.



1 INTRODUCAO

As diversidades naturais do meio ambiente servem de atrativos para a
movimentacao de pessoas, que buscam por praticas de lazer e turismo de interacdo
com a natureza. No entanto, estas praticas podem ocasionar riscos, individuais e
coletivos, para a saude da popula¢do (MATOS; BARCELLOS, 2010).

Na maioria das vezes as praticas sao realizadas em ambientes caracterizados
por colecdes hidricas, onde a populacdo, seja ela, local ou turistica, utiliza para fins
diversos em seu entretenimento. No entanto, podem existir perigos de contaminacéo
das colec¢bes hidricas quando ligadas a redes de esgotos e presenca de moluscos de
importancia epidemiolégica do género Biomphalaria sp. (CONCEICAO et al., 2016).

Os moluscos sao hospedeiros intermediarios no ciclo biolégico do helminto
Schistosoma sp., causador da esquistossomose em seres humanos (ROCHA et al.,
2013). A infeccdo humana acontece devido a presenga destes moluscos infectados
que liberam cercarias do helminto nos ambientes hidricos (GRIMES et al., 2015).
Estes ambientes podem ser naturais (rios, lagos, lagoas) e/ou artificiais (canais de
irrigacdo, valas, coOrregos, poc¢as pluviais), locais muito utilizados pelo homem nas
suas atividades, o que facilita a transmissdo da esquistossomose (TIBIRICA et al.,
2011).

Os moluscos sédo encontrados nos ambientes aquaticos decorrente de serem
transportados por passaros e intervencdes antropicas como a agricultura e piscicultura
contribuindo com o surgimento de criadouros (SOUZA et al., 2008). Estes possuem
caracteristicas que facilitam a sua sobrevivéncia em varios ambientes, seja pela
capacidade de adaptacdo a parametros fisicos e quimicos da 4gua ou facilidade em se
enterrar no substrato onde habitam suportando, por exemplo, valores de salinidade
superior ao que estdo habituados (SILVA et al., 2006).A adaptacdo e dispersdo do
molusco para novos ambientes onde ocorre constante transicdo de pessoas pode
gerar a expansao geogréafica da esquistossomose devido ao movimento migratério de
comunidades locais e turisticas (GOMES et al., 2012)

Inicialmente considerada uma endemia rural e de comunidades que estédo a
margem do desenvolvimento econdmico, a esquistossomose expande-se para areas
urbanas e litoraneas que apresentam um padrao de vida maior (SILVEIRA; SARTORI,
2011; BARBOSA et al., 2013).

Os estados que compdem a regido nordeste do Brasil tém sofrido uma grande
transformacdo urbanistica, tanto pelo turismo quanto pela expansdo imobilidria. A

urbanizacdo das zonas proximas as praias tem gerado problemas estruturais e
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ambientais, tais como instalagbes inadequadas de tubulacbes e vegetacdo, que
provocam o acumulo de aguas doces e salgadas na faixa de areia. Estes locais
podem servir de criadouros para os moluscos, demonstrando potencialidade como
area de risco de transmissdo da esquistossomose. Isto é possivel, visto que estes
animais vém demonstrando capacidade adaptativa em condi¢cbes adversas do
ambiente (SILVA et al., 2006).

O Sistema Nacional de Vigilancia em Saude relata que no Estado de Sergipe,
a esquistossomose é endémica em 51 dos 75 municipios, principalmente da Zona da
Mata e do Litoral, estabelecendo ampla area de distribuicdo da doenca em areas
rurais e urbanas, com cole¢des hidricas que favorecem o surgimento de criadouros de
Biomphalarias (BRASIL, 2008; ROLLEMBERG et al., 2011).

A presengca da espécie Biomphalaria glabrata na faixa de areia ja foi
registrada na praia da Aruanda, municipio de Aracaju (CALASANS et al., 2013). Este
local tem alto apelo turistico, sendo procurado também por comunidades locais. Além
disso, o local fica no inicio da zona de expansdo do municipio, sendo, portanto, de alta
especulacdo imobiliaria, atraindo uma magnitude populacional a residirem na
localidade. Dentro desta perspectiva, € imprescindivel o entendimento das
caracteristicas do molusco e do ambiente em que esses sao encontrados.

Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo estudar aspectos
ambientais e de proteoma de moluscos coletados na praia de Aruanda e em area rural

da regido metropolitana de Aracaju, Sergipe.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Avaliar as carateristicas ambientais e proteomica de moluscos Biomphalaria
glabrata em criadouros de transmissao da esquistossomose em area rural e praiana

na regido metropolitana de Aracaju, Sergipe.

2.2Especificos

. Verificar a presenga de moluscos infectados por Schistosoma mansoni nos
locais amostrados;

Analisar os parametros fisico-quimicos da agua e sedimento dos ambientes
colonizados por moluscos transmissores do S. mansoni;

Utilizar ferramentas microbiol6gicas para avaliar a agua dos criadouros quanto a
poluicdo por coliformes totais e Escherichia coli;

Avaliar o efeito da salinidade na sobrevivéncia dos moluscos;

Identificar as proteinas expressadas nos moluscos coletados nas duas areas
amostradas.

13



3 CAPITULO | - REVISAO DE LITERATURA

3.1 Caracteristicas da espécie Biomphalaria glabrata

Os moluscos do género Biomphalaria transmissores do Schistosoma mansoni
pertencem a familia Planorbidae, cujas espécies sao: B. glabrata, B. tenagophila e B.
straminea (SOUZA; LIMA, 1990). Essas espécies sdo compostas por: dois tentaculos
longos e filiformes, olhos na base dos tentaculos, a boca que é contornada pela
mandibula, e em formato de T quando vista de frente, possui concha do tipo discoide,
com diametro de 7 a 40 mm, em sua cor natural amarelo-palha, mas pode se modificar
guando entra em contato com substancias corantes dissolvidas na agua dos
criadouros, exemplo, o Oxido de ferro, que confere conchas de coloragdo mais
escuras, com tons de marrom gque pode chegar a preto (BRASIL, 2008; CARVALHO;
COELHO; LENZI, 2008). Sua concha possui ainda uma zona central profunda,
chamado umbigo, emambos os lados, que originou o termo que denomina o0 género
(Biomphalaria: do latim bis = duas vezes, do grego omphalos = umbigo) (PARAENSE,
2008). O seu colo apresenta suas aberturas genitais. Na por¢éo cefalica, seu manto se
dobra para formar a cavidade pulmonar.

A porcdo do manto é indispensavel para a sua identificacdo, o qual pode ser
observados: (1) o coracao, contido no pericardio e constituido por uma auricula e um
ventriculo; (2) parte da glandula de albumen; (3) as veias pulmonar e renal; (4) o ureter
e seu meato; (5) o rim; (6) o pneumdstoma,; e (7) a crista lateral (BRASIL, 2008). Exibe
a hemolinfa vermelha, o rim composto por uma porc¢ao sacular, justaposta a esquerda
do pericéardio, com continuidade por uma porcéo tubular (tibulo renal em formato de J)
situada entre a veia renal e veia pulmonar. E considerado o principal carater
diagnostico da espécie B. glabrata, que possui sua crista renal situada no manto
(Figura 1).
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Figura 1 — A) Manto da Biomphalaria sp.; B) Manto da B. glabrata, com crista renal. Estruturas:
coracdo (co), pericardio (pe), glandula de albumen (ga), veia pulmonar (vp), veia renal (vr), tubo
renal (tr), crista lateral (cl), crista renal (cr), colar do manto (cm), ureter (ur), meato do ureter
(mu) e pneumaéstoma (pn). Extraido de Paraense (1975).

Fonte: BRASIL, 2008.

No sistema respiratério predomina-se a respiracdo atmosférica: a hematose
ocorre na rede vascular da parede pulmonar, onde o sangue flui para o coracéo
através da veia pulmonar. Sua respiracdo aquatica ocorre através da pseudobranquia
e do tegumento em contato com o meio liquido. O sistema nervoso é composto por 11
ganglios: conjunto de cinco pares (bucais, cerebrais, pleurais, pedais e parietais), e um
isolado (visceral). Os moluscos se alimentam de algas, bactérias, fragmentos de
animais, vegetais e sais minerais, dependendo do substrato em que os planorbideos
se encontrem. Sua alimentacdo ocorre através da radula presente no saco bucal, que
raspa o substrato e extrai os alimentos (BARBOSA, 1995; CARVALHO; COELHO;
LENZI, 2008; TEIXEIRA et al., 2011).

Como todos os pulmonados, os planorbideos sdo hermafroditas e pode
autofecundar-se, mas preferencialmente realizam fecundagcdo cruzada o que
possibilita uma troca maior de material genético (BRASIL, 2008).Seu sistema genital
envolve um 6rgao produtor de células germinais masculinas e femininas — o ovoteéstis,
gue ocupa a extremidade caudal do corpo e, assim, 0s giros centrais da concha, ao

gual se segue uma via para eliminagdo daquelas células (ovispermiduto ou canal
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hermafrodita), que subdivide-se em um ramo masculino e outro feminino. O sistema
genital fornece as caracteristicas morfolégicas mais importantes para a identificacéo
dos planorbideos, representadas na Figura 2 (CARVALHO; COELHO; LENZI, 2008).

Figura 2 — Sistema reprodutor dissecado da B. glabrata: bolsa do oviduto (bo), bainha do
pénis(bp), bolsa vaginal(bv), canal coletor do ovo teste (cc), canal deferente(cd), canal
espermético(ce), espermateca(e), encruzilhada genital ou Carrefour(eg), glandula
nidamental(gn), musculo protrator do prepdcio (mp), musculo retrator do prepucio(mr),
ovispermiduto (od), ovoteste(ot), oviduto(ov), préstata(p), prepucio(pr), Utero(ut), vagina (va),
vesicula seminal(vs).

Fonte: CARVALHO; COELHO; LENZI, 2008.

B. glabrata é a espécie mais favoravel a infec¢édo pelo S. mansoni devido a sua
ampla distribuicdo geografica (SCHOLTE et al. 2012).Este molusco é o maior da
familia planorbidea, apresenta concha adulta (Figura 3) com 20 mm a 30 mm de
didmetro no maximo na grande maioria das espécies, que pode atingir a cerca de 40
mm de didmetro em ambientes mais propicios, largura entre cerca de 5 mm a 8 mm,
com cerca de seis giros arredondados, crescendo lentamente em diametro, bem
visiveis em ambos os lados, e o0 central mais exposto a esquerda. O lado direito,
largamente céncavo, com o giro central profundo, e o esquerdo formandorasa
concavidade. Sutura demarcada em ambos os lados, com periferia arredondada, e
tendéncia para a direita. Abertura oval ou arredondada. Em alguns casos, a concha &
habitualmente mais larga, chegando a apresentar consideravel grau de carenacao
bilateral mais acentuada a esquerda (PARAENSE, 1961; BARBOSA, 1995).
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Figura 3 — Concha da Biomphalaria glabrata.
Fonte: CARVALHO; COELHO; LENZI, 2008.

Os moluscos da espécie B. glabrata sdo encontrados na agua doce e de
pequena correnteza, preferem locais onde ha plantas ou lama com substancias
organicas, entretanto, quando existe quantidade suficiente de nutrientes, se adaptam
aos reservatérios de pedra ou cimento (PARAENSE,1986; BRASIL, 2009).

Influenciados diretamente pelo ambiente em que habita, os moluscos do
género Biomphalaria sp, tem desenvolvido uma variedade em estratégias de
sobrevivéncia. Sao capazes de resistir a rigorosas condi¢cdes climaticas e podem
sobreviver fora da agua por periodos relativamente longos. Na falta de agua, a
primeira resposta dos moluscos é a retracdo do corpo no interior da concha. Tal
resposta corresponde a diminuicdo dos efeitos diretos da dessecacao; que por outro
lado, o obriga a sobreviver de suas proprias reservas alimentares, com um suprimento
limitado de oxigénio e a acumulagéo de excretas potencialmente téxicas. Contudo, a
sua sobrevivéncia fora da 4gua vai depender de sua capacidade de conservar
recursos (tais como a agua, o oxigénio e a energia) e eliminar ou neutralizar os
produtos toxicos do metabolismo (BRASIL, 2008; CARVALHO et al., 2018).

As trés espécies de moluscos hospedeiros no Brasil possuem capacidade de
resistir a dessecagdo: em maior grau a B. straminea, ou menor grau a B. tenagophila,
e a B. glabrata, que apresenta modificacdes morfologicas, na sua fase juvenil, que
também colaboram para sua sobrevivéncia durante o periodo de seca, através do
espessamento e da diminuicdo da area de abertura da concha, e a formacdo de
lamelas e epifragmas proximo a abertura. No entanto de maneira geral, essas
modificacBes sdo associadas ao seu comportamento (tendéncia persistente a sair da

agua) e a sua fisiologia (estado de dorméncia prolongada). Esse molusco possui duas
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estratégias distintas de sobrevivéncia a diapausa e a anidrobiose. A diapausa é
induzida por incitagbes ambientais de valor preditivo, 0 que permite ao molusco evitar
a deterioracdo dos criadouros no periodo de seca. Essa fase é caracterizada por uma
sequéncia de eventos na maioria das vezes na fase juvenil, que inclui formacéo de
lamela na abertura da concha, emigrando facilmente da agua, seguida de dorméncia
persistente, interrompendo seu crescimento e permanecendo nesse estado até o
retorno das condi¢cBes propicias (Figura 4). A sua capacidade de sobreviver a estacao
seca, repovoar as cole¢cdes de agua sazonais, inclusive abrangendo formas larvares
de S. mansoni, 0 que torna seu controle mais dificil (BRASIL, 2008). Anidrobiose é um
estado de dorméncia estendida diretamente expulsada pela dessecacdo do habitat.
Pode acontecer em qualquer fase da vida do molusco, sem haver formacédo de lamela
ou emigracao da agua. Moluscos em diapausa sao maiores resistentes a dessecacao
do que os em anidrobiose. Na diapausa eles tendem a continuar no estado dormente,
ao passo que os Ultimos retornam de imediato a atividade com o restabelecimento de
condicbes convenientes do ambiente (CARVALHO COELHO; LENZI, 2008). Essas
estratégias estao elucidadas na Figura 5.
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Figura 4 — Espécime juvenil de B. glabrata que emigrou da 4gua na auséncia de condicdes
adversas do meio, entrando em um estado de dorméncia persistente (diapausa). A) lamelas
proximas a abertura da concha; B) margem externa do corpo retraido na concha; C) lamina
d’agua. (Fotografia de Paul Sterry).

Fonte: BRASIL, 2008.
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Estimulos antecipando a Estimulos adversos resultantes da

deterioracao sazonal do habitat deterioracao do habitat
Diapausa Anidrobiose

Ocorréncia na fase juvenil Ocorréncia em qualquer fase
Formagao de lamelas Auséncia de lamelas
Saida da agua Saida da agua
Dorméncia Dorméncia
Alta resisténcia a dessecacao Alguma resisténcia a dessecacao
Persisténcia, mesmo sob condicoes favoraveis Pronto retorno a atividade sob condigoes favoraveis

Figura 5 — Estratégias de sobrevivéncia de B. glabrata em habitats sujeitos a secas sazonais.
Fonte: CARVALHO COELHO; LENZI, 2008.

Giovanelli e col. (2001) observaram que o regime de chuvas influéncia
negativamente a populacdo de moluscos da espécie B. glabrata, e durante o periodo
de estiagem parece haver uma maior ocorréncia de infeccdo dos mesmos, devido a
sua densidade populacional, assim como a influéncia da variacdo sazonal.
Corroborando com esse estudo, Oliveira e col. (2016) evidenciaram que no estado de
Sergipe, regido Nordeste, a presenca da B. glabrata somente comecou a ser
observada no inicio do periodo chuvoso, mesmo sendo uma cole¢cdo permanente,
havia dependéncia das chuvas para que a lamina de agua atingisse toda a area da
lagoa, a qual permanece seca em algumas areas durante alguns periodos. A escassez
de chuvas, provavelmente provocou a estivacdo dos moluscos até que as condicdes
ambientais se apresentassem mais apropriadas.

Segundo Rocha et al., (2016) um estudo feito em duas mesorregides do Estado
de Alagoas, reforgou a importancia epidemioldgica do género B. glabrata como o
principal hospedeiro intermediario da infeccdo causada pelo S. mansoni nas zonas
endémicas do estado. Devido a sua elevada capacidade de resisténcia a periodos
secos, destaca-se 0 seu predominio na regido nordeste. Essa caracteristica se difere
de outras localidades brasileiras, como por exemplo, em Belém, estado do Para, que
evidenciou a presenca do planorbideo B. straminea em 35 dos 70 bairros visitados,

onde em 20 ja havia a transmissédo ativa da infecgdo (COUTO, 2005).
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3.2 Biomphalaria glabrata: Aspectos ecoldgicos e comportamentais

Os moluscos pertencentes ao género Biomphalaria, sdo os hospedeiros
intermediarios da esquistossomose e na natureza apenas trés espécies sao
consideradas transmissoras da doencga, sendo elas B. glabrata, B. tenagophila e B.
straminea, que podem ser encontradas em cole¢des hidricas que constituem possiveis
criadouros destes moluscos (DIAS et al.,, 2013; BALABAN; FRIED, 2013). Essas
espécies também demonstram consideravel capacidade de resisténcia e sobrevivéncia
em ambientes muito poluidos, o que certamente é um dos fatores imprescindiveis para
a preservacao dos riscos decorrentes da transmissdo ambiental de S. mansoni (SILVA
et al., 2006; VRANJAC, 2007; SOUZA et al., 2008).

No Brasil existem no total 11 espécies de Biomphalaria, que de acordo com
Pepe et al. (2009) apenas as trés citadas no quadro 1 sdo infectadas por S. mansoni

de forma natural no ambiente.

Quadro 1- Nomes das espécies do género Biomphalaria e seus respectivos descobridores.

Cientistas/ano Espécies
1 Say (1818) B. glabrata
2 Orbigny (1835) B. tenagophila
3 Dunker (1848) B. straminea

Fonte: Adaptado de Brasil, 2008c; Pepe, 2009.

Destas espécies, 0 molusco B. glabrata € o mais comum no Nordeste do Brasil
(Figura 6) encontrados em colec¢Bes hidricas proximas do litoral nos Estados do Rio
Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas e Sergipe até o sudeste da Bahia e
na Regido Sudeste, atinge uma parte de Minas Gerais, 0 leste do rio Sdo Francisco e
o norte do Espirito Santo, além também de focos isolados no Maranhéo, Para, Goias,
S&o Paulo, Parana e Rio Grande do Sul (ARAUJO et al., 2007;SCHOLTE et al. 2012;
SILVA et al., 2012).

A espécie B. glabrata € encontrada em vérios tipos de cole¢des hidricas desde
rios até pequenas valas e lagoas e pequenas pocgas, sdo altamente resistentes e
adaptaveis a ambientes aquéaticos que passam por transformacdo fisico-quimica,
devido a agentes poluidores decorrentes de acdo antropica (BRASIL, 2008c; LEAL-
NETO et al., 2013). E considerado de alta potencialidade na transmissdo da

esquistossomose, em fungdo da sua capacidade de eliminar cerca de 4.500
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cercarias/dia, mais de 10 vezes da capacidade de eliminagdo das outras espécies

(SILVA et al., 2006).
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Figura 6 - Distribuicdo de B. glabrata no Brasil.
Fonte: CARVALHO et al. (2008).

O molusco B. glabrata possui um alto indice reprodutivo e capacidade de
autofecundacao essenciais para colonizar qualquer ambiente, gerando a criacdo de
novos focos de transmissdo da esquistossomose (SEVILLA, 2010; MELO et al.,
2011).Estes fatores sédo determinantes na disseminacao da doenca e de importancia
na compreensao da dinAmica populacional da B. glabrata, espécie mais importante no
Brasil por apresentar alta suscetibilidade a infeccdo por S. mansoni (BARBOSA;
BARBOSA, 1994; XIMENES et al., 2003; GOMES, 2011).

Tibirica (2008) relata que o molusco pode sobreviver em vérias condi¢cdes
adversas no ambiente, como falta de alimentos, baixo teor de oxigénio, altas
temperaturas e secas. Um exemplo claro dessa sobrevivéncia, é o processo de defesa
gue o molusco desempenha em periodos de estiagem, caracterizado por diapausa e
anidrobiose, quando o molusco se retrai para o interior da sua concha, ao entrar
novamente em contato com a agua, o processo € interrompido (PIERI; JURBERG,
1991; TUAN, 2009).

A relevancia do controle dos moluscos, especificamente de B. glabrata, no

controle da esquistossomose, deve ser associada & melhoria das condi¢des sanitarias
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nos ambientes urbanos e rurais, tornando-se necessario uma corrente de pesquisas
gue estabelecam medidas médicas e educativas que auxiliem no dominio da doenca e
do seu hospedeiro intermediario (BRASIL, 2008c; PNUD, 2010).

Em relagdo ao molusco, véarios estudos sdo realizados na intengdo de se obter
0 seu controle. Na literatura varios autores descrevem e desenvolvem estudos
espaciais e quimicos, como por exemplo, a aplicabilidade de georreferenciamento,
moluscicidas sintéticos e naturais no ambiente, visando oportunidades de controlar a
magnitude epidemiolégica de areas contaminadas, e, evitar a multiplicacdo do
molusco vetor da esquistossomose, bem como a sua expansédo para localidades néo
endémicas (PINHEIRO et al., 2003; LEYTON et al., 2005; SILVA et al., 2008; ROCHA
et al, 2013).

3.3 Ocorréncia do hospedeiro B. glabrata em regifes litoraneas

O crescimento e desenvolvimento da area urbana nas Gltimas décadas marca
um novo estagio, onde inclui diferentes preocupacées com a saude, e tem sido
responsavel pelo aumento das atividades antrépicas sobre o0s recursos naturais,
causando a degradacdo ambiental (RIBEIRO; VARGAS, 2015). O aumento do
consumo de energia, a auséncia de esgotamento sanitario, a degradacao dos rios, a
construcdo de novas vias e a falta de 4gua nas localidades de grande fluxo turistico
como nas areas litorAneas, representam indicadores que comprovam a interferéncia
do mercado imobiliario no meio natural (CAMPOS; DINIZ; REIS, 2018).

Nos paises em desenvolvimento, essa ocupacdo € particularmente marcada
pelo improviso e pela falta de estratégias previamente definidas, para o uso e
ocupacao do solo. Todavia, tais a¢cdes contribuem com o acirramento das condicdes
de degradacéo dos recursos naturais, e como consequéncia a producdo de impactos
ambientais nocivos, que pode comprometer a qualidade do meio ambiente (CORREA;
SILVA, 2015). Essas modificagbes transgressoras aos espagos naturais e
ocasionadas pela especulagédo imobiliaria da din&mica turistica, podem modificar o
padréo da transmissdo de doencas parasitarias, e aumentar a exposi¢ao e o risco de
contrair essas doengas para turistas e nativos, a exemplo da esquistossomose
(BARBOSA et al., 2018).

A esquistossomose mansbnica € uma das mais importantes doengas
endémicas do Brasil, cuja ocorréncia esta relacionada a pessoas que vivem a margem
do desenvolvimento econbémico. O homem adquire a esquistossomose através da
penetracdo ativa da cercaria na pele, quando em contato com fontes de 4gua doce

gue sao utilizadas para atividades profissionais ou de lazer e contem a presenca de

22



moluscos infectados pelo S. mansoni (KATZ et al., 1972; BRASIL, 2009; ROCHA et
al., 2016).

Em distintas localidades litorAneas turisticas do Brasil existem hospedeiros
intermediarios da esquistossomose, e ha registros da transmissdo da doenca em
véarios destinos costeiros do pais (BARRETO; GOMES; BARBOSA, 2016). Alguns
episoédios de transmissdo e disseminacdo da esquistossomose por turistas tém sido
identificados nos ultimos anos na Europa, no ano de 2014 foi relatado o primeiro caso
humano da esquistossomose autdctone desde a extingdo desta doenca na década de
1960. No sul da Coérsega, Franca, um turista alemdo foi diagnosticado
com Schistosoma haematobium apés realizar atividade aquatica recreativa. Logo
apos, foram identificados 10 casos idénticos no mesmo local. Relatos existentes
também na Italia comprovam migracéo de paciente com esquistossomose hematébica
na llha de Lampedusa (BELLINA, MAUGERI, MISSON, 2009; HOLTFRETER et al.,
2014). Segundo ROCA e col. (2002) cerca de 2,5% dos turistas espanhdis podem
retornar a Espanha infectados por Schistosoma, devido o aumento expressivo de
viagens para areas endémicas. Esses dados expdem que a esquistossomose € uma
doenca parasitaria de dificil controle, em niveis local/nacional e internacional, por
distintos fatores ndo s6 de ordem biolégica, mas também, sociais, politicos e culturais.

De acordo com Massara et al., (2008), o Brasil ndo se difere dos outros paises,
gue confirma surtos dessa parasitose em regifes turisticas cada vez mais frequentes.
Alguns estudos que comprovam a informacéo supracitada, ja foram feitos nas regibes
metropolitanas de Belo Horizonte (Minas Gerais), Recife (Pernambuco), Aracaju
(Sergipe) e no interior do Estado de Sao Paulo (Barbosa et al., 2000; JESUS et al.,
2002; ENK et al., 2003; TOME et al., 2003).

No entanto, a esquistossomose hdo deixou de ser uma endemia
eminentemente da area rural, mesmo apds o aumento de casos em grandes centros
urbanos e regides litordneas. O déficit habitacional e as precéarias condigbes de
moradia e saneamento retroalimentam a desigualdade social e potencializam a
combinacgdo dos riscos de nivel domiciliar com os riscos de nivel regional e global
associados, além dos habitos socioculturais propicios a endemia nessas regifes (ENK
et al., 2010).

Todavia, a avaliacdo de situagcbes envolvendo a sobreposicdo de diferentes
riscos ambientais nos niveis comunitério/local/regional/global, com a justaposi¢céo de
seus danos, doencas e agravos de curto a longo prazos, visiveis e invisiveis,
constituem a necessidade de se conhecer as condicbes ambientais dos locais
turisticos do Brasil, a exemplo - de praias, como o balneario de Porto de Galinhas, o

qual foi destacado com surto epidémico no estudo de Barbosa et al. (2001), no sentido
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de identificar riscos potenciais & saude, reorganizando e saneando 0s espacos de
modo a prevenir que turistas contraiam esquistossomose e outras doencgas vetoriais
(BARBOSA; SILVA; BARBOSA, 1996).

No estado de Pernambuco, a expansao do éxodo de individuos de areas rurais,
gue sao muitas vezes parasitados pelo S. mansoni, para localidades turisticas
litorAneas cativadas pela numerosa oferta de servicos, aumenta o risco da
disseminacao da infeccdo, contaminando as cole¢cdes de agua doces naturalmente
habitadas pelos moluscos hospedeiros da esquistossomose. Essa contaminacdo
ocorre na estacdo chuvosa devido Aos criadouros com moluscos infectados
transbordarem provocando a infecgdo humana de determinada localidade. Panoramas
como esses foram exibidos em 12 municipios litoraneos do Estado de Pernambuco,
entre eles, o balneério de Porto de Galinhas, em Ipojuca (BARBOSA et al., 2014; LIRA
et al., 2017).

A esquistossomose, que hoje é considerada endémica em Porto de Galinhas,
alcancou importante magnitude nas rotas do turismo mundial de 1980. Em 2000, foram
registrados 15 focos de transmissao da esquistossomose, e 0 primeiro surto epidémico
de casos agudos da doenca nessa regido. A insercdo da doenca nesse balneario
comecou com a vinda de trabalhadores rurais que serviram de mao-de-obra para os
empreendimentos turisticos, onde os moluscos adentraram na localidade junto com as
aguas e areias do rio Ipojuca agregadas como material para a obra civil. A ocupacéao e
as alteracbes daquele espaco turistico, somado as condi¢cBes climaticas e sanitarias
desfavoraveis, foram consideradas como fatores inerentes (BARBOSA et al., 2001).

As condicdes ambientais de sobrevivéncia do hospedeiro B. glabrata tém sido
estudadas ha cerca de 20 anos no litoral de Pernambuco. Durante esse periodo, pode
ser consideravel que devido a acdo antropica e inser¢cdo de agente poluidor no
ambiente natural, os ambientes urbanos litordneos tenham sido modificados na sua
formacdo fisico-quimica. Para que se possa compreender a existéncia e sobrevivéncia
e distribuicdo dos hospedeiros transmissores da esquistossomose, € imprescindivel
estudar os parametros que envolvem a qualidade da &gua, assim como a sua
existéncia em criadouros litoraneos (SILVA et al., 2006).

Conforme Barbosa e col. (2014), no ano de 2008 foram coletados um total de
948 moluscos B. glabrata em Goiana, ltamaracd, Paulista e Ipojuca. Os moluscos
coletados foram sujeitos a exposicao a luz por meio da técnica convencional e apenas
as B. glabrata de Porto de Galinhas, Ipojuca, se encontravam eliminando cercarias, 0
namero de 485 exemplares com taxa de infeccdo de 81,4%, o que confirmou
persistente transmissdo na regido. Todavia, no ano de 2014, foi constatado pelos

autores que ocorreu uma diminui¢cdo da area fisica de ocorréncia da B. glabrata, além

24



disso, da sua densidade populacional, dado que aponta a minimizacdo do risco
biolégico de transmisséo da esquistossomose no litoral de Pernambuco, visto que este
€ um hospedeiro eminentemente efetivo nesta area. A mudanga na ocorréncia
geografica de B. glabrata, levou-se em consideracdo a distribuicdo geografica e
abundancia desses moluscos estdo sujeitas a variacdes, diante de mudancas
climaticas e ambientais.

Corroborando o estudo de Barbosa et al., (2014), ja foi registrado a presenga
da B. glabrata na faixa de areia na praia da Aruanda, localizada no municipio de
Aracaju, Sergipe (CALASANS et al.,, 2013). Este achado reveste a importancia
epidemiolégica uma vez que esta € uma espécie bem adaptada as condicbes das
areas litoraneas (Silva et al., 2006) nos quais demonstra ser um excelente hospedeiro
da esquistossomose, a exemplo dos elevados indices de positividade que apresentou

em determinada regido.

3.4 Esquistossomose: Schistosoma mansoni, biologia,

transmissédo e tratamento

A esquistossomose, também conhecida como bilharziose, xistosa e barriga
d’agua é transmitida por trematdédeos do género Schistosoma,tem o homem como
principal hospedeiro definitivo e como principais agentes etiolégicos, as espécies S.
mansoni, S. haematobium e S. japonicum. Sua distribuicdo geografica € determinada
pela presenca de algumas espécies de moluscos aquaticos do género Biomphalaria
gue atuam como hospedeiros intermediarios do S. mansoni (DIAS et al., 1994).

Mundialmente existem cinco espécies, de importancia epidemiolégica na area

de medicina humana (Quadro 2), porém 0S. mansoni € a Unica espécie descrita no
Brasil em virtude da inexisténcia de moluscos suscetiveis aos demais helmintos
(KATZ; ALMEIDA, 2003; SOUZA et al., 2011; WHO,2013).

Quadro 2- Distribuicdo geogréfica e pesquisadores responsaveis pela descricdo das espécies
de trematédeos do género Schistosoma.

CIENTISTAS/ ANO ESPECIES LOCALIZACAO

S Africa principalmente (Egito)

Bilhartz (1852) haematobium

China, Japéo, llhas Filipinas e

Katsurada (1904 S. japonicum
! ( ) jap Sudeste Asiatico
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Sambon (1907) S. mansoni Africa, Antilhas e América do Sul

Fischer (1934) S. Intercalatum | Interior da Africa Central

Voge, Brickner & Bruce (1978) S. mekongi Vale do rio Mekong, Camboja

Fonte: Informagdes (NEVES, 2010).

O ciclo biolégico do parasito (Figura 7) foi descrito por Lutz, no Brasil, e Leiper,
no Egito, independentemente, sendo de grande importancia para compreensdo da
transmissdo da esquistossomose, nos fatores categ6ricos do inicio e fechamento
deste ciclo (NEVES, 2010). Quando, fezes humanas com ovos do S. mansoni,
infectam colecdes hidricas que em condicdes apropriadas de luz, temperatura e
oxigenacdo estimulam a eclosdo dos ovos e saida do miracidio, que séo larvas
ciliadas que penetram o molusco (hospedeiro intermediario), posteriormente perdem
suas estruturas transformando-se em esporocistos primarios e secundarios, e por fim
inicia-se a liberacdo de cercarias do interior do molusco. As cercarias rompem 0Ss
tecidos dos moluscos e se exteriorizam no meio aquatico e, ao entrar em contato com
a pele e/ou mucosa do homem (hospedeiro definitivo), transformam-se em uma nova
forma parasitaria denominada esquistossémulo, que migra para o tecido subcutaneo
até alcancar um vaso sanguineo para penetrar e alcancar o sistema porta intra-
hepatico onde se forma os adultos que migram para as veias mesentéricas do
intestino e depositam os ovos (NUNES et al., 2005; SOUZA et al., 2011).
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5 Cercarias liberadas pelos
moluscos na agua

4- Esporocistos
no molusco

7- As cercérias perdem a cauda
durante a penetracéo,
transformando-se esquistossdémulos

6- Penetragdo S
na pele ’

8- Circulacéo

)

9- Migracéo até o
sistema porto
hepético, onde se
formam adultos

e

3- Miracidios penetram
no molusco

2- Miracidios liberados
apos eclosao dos ovos
naagua /__

1- Ovos nas fezes

10- Helmintos aduitos migram
para as veias mesentéricas (intestino e reto),
nas quais depositam 0s ovos; estes
alcancam a circulacdo hepética até o
intestino, sendo eliminados pelas fezes.

Figura 7- Ciclo biolégico de Schistosoma mansoni.
Fonte: SOUZA et al. (2011).

A esquistossomose mansénica é uma infeccao parasitaria que pode evoluir de
forma assintomatica, no entanto, alguns individuos podem desenvolver formas clinicas
extremamente graves podendo levar a 6bito (BRASIL et al.,2013). A infec¢do por S.
mansoni causa quatro formas clinicas, a forma aguda e trés formas crbnicas, sendo
estas intestinais, hepatointestinal e hepatoesplénica, que segundo Fernandes et al.
(2013) tém taxas de prevaléncia associada a morbidade em areas endémicas.

A forma aguda da esquistossomose geralmente ndo se manifesta no
organismo de pessoas residentes em areas endémicas, porém pessoas originarias de
areas ndo endémicas que possuam imunidade baixa poderdo apresentar sintomas
agudos, devido a nunca ter mantido algum contato com S. mansoni (VITORINO et al.,
2012).0s autores Vitorino et al. (2012) afirmam ainda, que para um diagndstico eficaz
é relevante que os profissionais da salde realizem questionamentos aos pacientes no
intuito de adquirir informagfes sobre exposicdo a cole¢Bes hidricas, viagens para
areas endémicas e o surgimento de sintomas da infeccéo.

Para o tratamento dos individuos portadores da infeccdo esquistossomotica, é

utilizado o medicamento Praziquantel, que depois de ingerido age em uma hora
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paralisando os parasitos e danificando o seu tegumento(GRYSEELS et al., 2006).0
medicamento apresenta limitagbes como baixa eficAcia no tratamento da
esquistossomose mansoOnica aguda, baixa atividade sobre o S. mansoni na forma
imatura e falha em tratamentos devido & ocorréncia de resisténcia ou tolerancia a
esses farmacos (HATZ, 2005; FREZZA et al., 2007).

A utilizacdo do medicamento para o tratamento dos individuos que possuem a
infeccdo, ndo € o suficiente na tentativa de eliminacdo da esquistossomose, requer
muito mais que quimioterapicos no controle da morbidade em areas endémicas, sédo
necessarias medidas adicionais em termos de abastecimento de agua, controle dos
moluscos, saneamento e educacdo ambiental (KATZ et al., 1993; GRYSEELS,
2012).A melhoria do esgotamento sanitario sempre sera a medida integral desejavel
para ser aplicada no controle e/ou eliminacdo da esquistossomose (NOYA et al.,
2006).

3.5 Schistosoma mansoni— taxonomia e morfologia

A esquistossomose € considerada uma doenga tropical, muito comum no
mundo e uma das principais infec¢des causadas por helmintos. A doenga causada por
parasitas trematddeos do género Schistosoma (Weinland, 1858) que afeta centenas
de milhdes de pessoas no mundo em desenvolvimento (Lie e Heyneman, 1977; Neves
et al. 2001). Os parasitos desse grupo séo dibicos (diferentemente da grande maioria
dos tremat6deos) e apresentam varias etapas do seu desenvolvimento, tendo um ciclo
heteroxénico (Souza et al. 2011). No Brasil, essa infeccdo € um problema sério em
guestao de salde publica, tendo como Unica e principal espécie causadora da doenca,
a espécie Schistosoma mansoni Sambon, 1907, que utiliza o ser humano como
hospedeiro definitivo e 0 molusco Biomphalaria glabrata como hospedeiro
intermediario (Souza et al. 2011). S. mansoni se diferencia taxonomicamente de outras
espécies patogénicas ao homem, como S. japonicum e S. haematobium
principalmente por questdes morfométricas e pela morfologia dos ovos (Figura 8),
esses por vez, apresentam uma espicula na regiao pdstero-lateral do ovo (Machado et
al. 1998; Neves et al. 2001; Oliveira et al 2003).
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Figura 8- llustracdo morfolégica comparativa entre os ovos de Schistosoma haematobium (A),
S. japonicum (B) e S. mansoni (C), seta aponta a espicula pdéstero-lateral do ovo.
Fonte: llustracédo de André Mota.

Frandsen (1979) explica que, além disso, outras caracteristicas como
desenvolvimento do intestino e seus cecos, o padrdo do sistema de glandulas
vitelinicas, o nimero de testiculos e a posi¢do do ovario, servem para diferenciacao
das espécies. Existem poucas espécies de Schistosoma no mundo e a quantidade de
caracteristicas morfoldgicas que podem diferencia-las € ainda menor, algumas como
S. haematobium sdo divididas em linhagens e possuem variacdes quanto ao
hospedeiro intermediario, devido a isso a validade de algumas espécies descritas

ainda é incerta.
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3.6 Ciclo de vida e relacédo parasita/hospedeiro

A descri¢cdo do ciclo biolégico é baseada em descricdes de Barbosa (1995) e
Souza et al. (2011). Os vermes adultos (Figura 9) que permanecem acasalados
realizam a postura dos ovos, que atingem o exterior juntamente com o bolo fecal. Os
ovos inicialmente (ndo maduros) possuem um conteddo ndo clivado, ap6s 6-7 dias
tornarem-se maduros, possuindo um miracidio (estagio larval) formado em seu interior
(Figura 10).

Figura 9 - Adultos acasalados de Schistosoma mansoni. 1- Ventosa oral; 2- Eséfago; 3-
Acetédbulo; 4- Utero; 5- Ootipo; 6- Oviducto; 7- Ovario; 8- Cecos Intestinais; 9- Canal
ginecoforo; 10- Duscto vitelinico; 11- Glandulas vitelinicas.

Fonte: llustragdo de André Mota.
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Figura 10. llustragdo de estagios de ovo de Schistosoma mansoni. A- Ovo imaturo, com
conteudo nédo clivado; B- Ovo maduro, seta aponta o miracidio no interior.
Fonte: llustracdo de André Mota.

Os ovos, quando atingem a agua, a depender de fatores ambientais como
temperatura, intensidade de luz e taxa de oxigenacdo na agua, liberam o miracidio.
Apoés liberados na agua, os miracidios, através de uma estrutura sensorial, 0
terebratorium, detectam substancias difundidas no meio aquatico, que sdao emitidas
pelos moluscos (que podem ser dos géneros Biomphalaria, Helisoma e Lymnea),
sendo considerado como um processo atrativo.

Ao entrar em contato com o molusco o terebratorium assume a forma de uma
ventosa, fixando-se no tecido com auxilio de glandulas de adesdo. O miracidio por
comando das vibragbes ciliares e da musculatura subepitelial se agita e se contrai
intensamente. Durante esse processo, as glandulas de penetracdo descarregam
enzimas proteoliticas que digerem os tecidos. A combinacdo da acdo digestiva das
enzimas e da agcdo motora faz com que o miracidio penetre nos tecidos do hospedeiro.
O epitélio é ultrapassado e a larva se estabelece no tecido subcutdneo. Uma vez
instalado no molusco, o miracidio perde os cilios e transforma-se em esporocisto
primario (a rédia) e depois por poliembrionia da origem a esporocistos secundarios.
Cada esporocisto, por reproducdo assexuada, da origem a varias cercarias (outro
estagio larval) que possui uma cauda bifurcada (Figura 11A, seta 3), usada para
movimentacdo quando liberada na agua. As cercarias sao “liberadas” por vesiculas no
tegumento do molusco, que se rompem e liberam estas formas larvais. Estas por vez

ficam livres na agua, nos horarios mais quentes e com maior intensidade luminosa, e
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nadam ativamente usando a cauda bifurcada até encontrarem um hospedeiro,
preferencialmente o ser humano, seu hospedeiro definitivo.

Ao alcancar a pele de um ser humano, a cercaria fixa-se com a ajuda de suas
ventosas (Figura 11A, setas 1 e 2) e penetram a pele de forma similar a que os
miracidios penetram os moluscos. Ao penetrar a pele, a cercaria perde a cauda e
transforma-se em uma metacercéria, o esquistossdmulo (Figura 11B) (uma forma
semelhante a cercaria, diferindo na auséncia da cauda), esses migram pelo tecido
subcutaneo, penetram um vaso sanguineo e permanecem na corrente sanguinea até
alcancarem as algas intestinais do sigmoide e do reto. Os esquistossomulos se
dirigem para o sistema porta intra-hepéatico, por fluxo sanguineo, e l4 se alimentam e
se desenvolvem em formas dioicas (macho e fémea) (Figura 12A,B). Apés isso, 0s
parasitos acasalam-se (Figura 12C) e migram dessa forma até a artéria mesentérica

inferior, para realizar a oviposicao.

Figura 11 - llustracdo de aspecto morfolégico de cercaria (A) e esquistossomulo (B). 1-
Ventosa oral; 2 — Acetabulo; 3- Cauda bifurcada.
Fonte: llustragdo de André Mota.
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Figura 12 - Formas dioicas de Schistosoma mansoni. Macho (A) e Fémea (B); C- Formas
dioicas acasaladas.
Fonte: llustracdo de André Mota.

3.7 Epidemiologia da esquistossomose

A esquistossomose mansotnica € uma doenca infecto-parasitaria negligenciada,
com prevaléncia mundial, endémicas em areas tropicais de 76 paises e territérios
localizados na Africa, América Latina, Oriente Médio e no continente Asiatico
(OLIVEIRA et al., 2008; ZHANG et al., 2010), cerca de 207 milhdes de pessoas estdo
infectadas em todo o mundo (GRAY et al., 2010), correspondendo a casos
sintomaticos e forma grave da doenca (CHITSULO et al.,2000; OLIVEIRA et al., 2013).
Continua a ser um problema de saude publica global, onde aproximadamente 200
milhdes de pessoas estdo infectadas por parasitos do género Schistosoma, e 20
milhdes sofrem de graves complicacdes (GRENFELLet al., 2013).

No Brasil cerca de 30 milhdes de pessoas estdo expostas ao risco de contrair a
esquistossomose e outras 6,3 milhBes sejam portadores da forma intestinal da
doenca, a maioria oriunda da Regido Nordeste do pais (PALMEIRA et al., 2010).
Sendo acometidas pelo S. mansoni 2,5 a 6 milhdes de pessoas (SANTOS; MELO,

2011). Esses dados sdo coerentes com o relato de Katz e Almeida (2003) que
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descrevem o Brasil como uma das maiores regides endémicas no mundo. A endemia
abrange 19 unidades federativas, sendo que nos Estados do Nordeste encontramos
0s maiores indices de prevaléncia da parasitose, destacando os estados de Alagoas,
Sergipe, Bahia e Pernambuco (SANTOS; MELO, 2011).

Do ponto de vista histérico, a esquistossomose mansénica € uma doenca que
existe ha milhares de anos, pois foram encontrados ovos calcificados de S. mansoni
em rins de mumias egipcias (PARISE-FILHO et al., 2001). A introducéo da doencga no
Brasil aconteceu a partir de meados do século XVI, com a chagada de populacbes
africanas em regime de escraviddo para trabalhar na cultura de cana na regido
Nordeste, a partir dai a esquistossomose teria se expandido rapidamente pelo
Nordeste e o resto do pais (SILVEIRA, 1989).

O levantamento histérico realizado sobre a prevaléncia da esquistossomose
revela o Estado de Sergipe endémico para esquistossomose (KATZ; PEIXOTO, 2000).
Posteriormente, Coura e Amaral (2004) realizaram pesquisas sobre a prevaléncia da
esquistossomose nos Estados brasileiros, mostrando que o Estado de Sergipe teve
uma pequena diminuicdo de casos de esquistossomose, entretanto continua
classificado como de alta endemicidade.

Os autores Cunha e Guedes (2012) revelaram no seu estudo com base no
programa de controle da esquistossomose, que no periodo de 2001 a 2006, foram
notificados em Sergipe 73.106 casos, destes 2.143 foram no municipio de Nossa
Senhora do Socorro. Rollemberg et al. (2011), relataram que no ano de 2007 oito
municipios apresentaram notificacdes de casos para esquistossomose, sendo estes,
Umbauba, Riachuelo, Maruim, Siriri, Japoata, Santa Rosa de Lima, Sdo Cristévao, llha
das Flores, e no ano de 2008 os municipios de Sao Cristévao, llha das Flores e
Muribeca, ressaltando que todos os municipios apresentavam condi¢Bes sanitarias
propicias para disseminagdo da doenca que prejudicavam a saude das populacdes
gue habitavam as localidades.

Segundo o Sistema de Vigilancia em Saude do Ministério da Saulde, a
prevaléncia humana do Estado de Sergipe, em 2010, foi de 6,7% em 27.256 pessoas
examinadas. A média anual de internacdo, no periodo de 2005 a 2010, regrediu de
1,58 em 2005 para 0,44 em 2010 (17 internagBes por 100 mil habitantes), sendo que a
taxa de mortalidade por 100 mil habitantes, manteve-se em 0,86 nesse periodo
(BRASIL, 2011b). O objetivo desse sistema de vigilancia em saude é desenvolver
estratégias de monitoramento, prevencdo e controle da esquistossomose, referente
aos seus efeitos sobre a populagdo e o ambiente, na tentativa de, reduzir os 6bitos e
evitar a dispersdo da doencga (BRASIL, 2008c; BRASIL, 2011b).
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A esquistossomose se encontra entre as infecgbes parasitarias que apresenta
aumento de &reas de abrangéncia a nivel mundial, a infec¢cdo preferencialmente rural,
alcanca de forma preocupante outras regides, onde o0 homem € o maior facilitador para
gue a doenca atinja os meios urbanos, geralmente periféricos, no qual, as pessoas se
alojam de forma desordenada, sem infraestrutura de saneamento basico. A
modificacdo desses ambientes e 0 processo migratério fornecem para a
esquistossomose e seu hospedeiro, um habitat novo e propicio para sua instalacéo e
dispersao (SILVA, DOMINGUES, 2011; CAMARGO; BOAVENTURA, 2014).

A ocorréncia de maior nimero de casos da parasitose acomete adolescentes e
adultos com faixa etéria entre 15 e 19 anos e individuos 20 aos 39 anos, considerando
estarem mais susceptiveis a infeccdo devido a atividade laboral dos mesmos
(VASCONCELOS et al., 2009; CARDIM et al., 2011). Os autores Palmeira et al.(2010)
obtiveram dados em que a faixa de idade positivos para S. mansoni compreendeu
entre os 6 aos 20 anos de idade, a maioria do sexo masculino e vivendo a margem do

desenvolvimento econdmico.

3.8 Esquistossomose e fatores socioecondmicos e ambientais

A esquistossomose € uma infeccdo parasitaria negligenciada, decorrente da
insuficiéncia de politicas destinadas a promoc¢éo e educacao em saulde, e da auséncia
ou pouco investimento em saneamento basico e ambiental, que gera um grave
problema de satde publica (CARDIM et al., 2011; LEAL-NETO et al., 2012). E
relevante analisar o contexto social, voltado principalmente para as populacbes que
vivem & margem do desenvolvimento econémico (SILVEIRA; SARTORI, 2011).

A maioria da populagdo menos privilegiada economicamente habita areas com
precérias condigcbes de higiene, pois se aglomeram em espacgos inapropriados
(BARBOSA et al., 2000; CUNHA; GUEDES, 2012). Estes espac¢os encontram-se em
expansao devido ao processo migratério de comunidades rurais para urbanas, que
acabam esquecidas pelo poder publico, facilitando assim a introducdo e/ou
reintroducéo da esquistossomose e sua disseminacdo em locais endémicos ou ndo
para a infecgdo (COIMBRA-JUNIOR et al., 1984; BARBOSA et al., 1998; LEAL-NETO
et al.,, 2012). Para Vidal et al. (2011) esses fatores ocorrem devido a um perfil
desordenado na distribuicdo de riquezas, atencdo a saude e as condigbes
socioecondmicas e culturais que sédo importantes causas de morbimortalidade entre os
brasileiros, gerando um grande impacto social referente a pobreza e a qualidade de

vida das pessoas.
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Nos paises em desenvolvimento, especialmente o Brasil, a esquistossomose
tem se expandido também devido a outros fatores como o turismo rural que facilita a
infeccdo de individuos que viajam para areas endémicas sem as devidas informacdes
em relacao as doencas que podem ser contraidas nesses locais (ROCHA et al., 2000;
VASCONCELOS et al., 2009; MASSARA et al., 2012).

Os fatores socioeconémicos e sociodemograficos foram e continuam sendo
decisivos na transmissao de doencas, se fazendo imprescindivel a implementacao de
politicas sociais e econdmicas que possam interferir de maneira positiva na
transmissao de doencas (LIMA, 2013) uma vez que, a Constituicdo Federal de 1988,
assinala que a saude é um direito de todos e um dever do Estado. Desta forma, é
dever do Estado garantir politicas sociais e econdmicas que visem a reducao do risco
de doencas e de outros agravos e a0 mesmo tempo 0 acesso universal igualitario as
acles e servicos para sua promocao, protecao e recuperacao da salude (GARBOIS et
al., 2008; WALDMAN, 2011).

A reemergéncia da esquistossomose estd intimamente ligada as grandes
densidades populacionais, sobreviventes em espacos reduzidos, impréprios para
habitacdo, com saneamento inadequado e muitas vezes ausente, no que se refere
abastecimento de agua, sistemas de esgotamento sanitario, destinacdo de residuos
sélidos e infraestrutura, séo fatores predominantes no surgimento da doenca, que tem
relacéo direta com o ambiente degradado (LIMA, 1995; TIBIRICA et al., 2011).

O conveniente é conhecer e analisar as ac¢des antropicas no ambito fisico,
biolégico, social e cultural que venham facilitando a transmissédo e permanéncia da
esquistossomose, seja em areas rurais ou urbanas (MORAIS et al.,2014). O
estabelecimento da esquistossomose em uma determinada regido dependera da
atuacdo humana no ambiente conjugado ao carecimento no saneamento basico,
desempenhando papel fundamental na formagdo e ampliagdo de criadouros dos
moluscos, participantes no ciclo biolégico do parasito responsavel pela infeccdo
humana (SOUZA et al., 2010).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda para saude a participacao
da populagdo como tatica funcional no controle da esquistossomose, entretanto, no
Brasil sé&o poucos os projetos, no qual a populagdo tenha participado de forma ativa
neste processo (COURA-FILHO et al, 1992). O Programa de Controle da
Esquistossomose (PCE) foi criado, inicialmente com o propésito de realizar o
tratamento, controle de vetores, saneamento béasico e educacdo sanitaria com
participacdo da comunidade, entretanto, deixou de atuar com essas medidas,
passando apenas a efetuar o diagnéstico e fornecer tratamento aos infectados
(COURA-FILHO, 1997; SARVEL et al., 2011).
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O tratamento da esquistossomose envolve muito mais que apenas tratar os
infectados, necessita de envolvimento articulado em acgbes de conscientizagdo e
educacdo ambiental da populagdo, controle malacoldgico e investimentos no
saneamento basico, além de planejamento urbanistico que busquem né&o
comprometer a saude das pessoas (SILVA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013).

E relevante destacar que os procedimentos inadequados de implantacdo e
manutencédo dos servicos de dgua e esgoto causam impactos negativos sobre o meio
ambiente, e consequentemente na salde das pessoas (PALIALOL, 2014). Assim,
estes fatos facilitam a transmissdo de varias doencas hidricas, como a
esquistossomose (SANTOS; MELO, 2011).

A concepcgdo saude e doenca estdo diretamente ligadas a organizacdo da
sociedade, logo se faz necessario a compreensao de determinantes sociais, COmo um
todo, a fim de se tentar reverter a situacdo de negligéncia da esquistossomose,
necessitando de medidas publicas que garantam qualidade para populacdo, bem
como a efetiva participacdo da populacdo de forma mais consciente e ciente da
gravidade da infeccdo (KATZ, 1999; LEAL-NETO et al., 2013;GOMES et al., 2014).
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4 CAPITULO Il - MATERIAL E METODOS

4.1 Areas de Estudo
O estudo realizado no municipio de Aracaju (SE) situada no nordeste brasileiro.
Possui uma populacdo de aproximadamente 650.106 habitantes, sendo sua area
territorial de 3.140,65 km? (IBGE, 2018). Foram investigados: um ponto na zona
litoranea, denominado de Praia, que esta localizado na Aruanda em Aracaju € um
segundo ponto denominado de Rural localizado no municipio de S&o Cristévao (figura
13), regido metropolitana de Aracaju a 26 km da capital, € constituido por 89.027
habitantes com densidade demografica de 180,52 hab/km2. Ambas as areas,
apresentam clima tropical quente e imido, com temperaturas anuais médias de 26°C,
e com nivel de precipitacdo de 1695 mm, com um a trés meses de estiagem que vai
de janeiro até inicio de margo e inverno caracterizado por um periodo de chuva entre
0s meses de margo a agosto (IBGE, 2018).
O mapeamento georeferencial das areas foi realizado utilizando um receptor
GPS (Garmin, modelo Vista Cx) para marcacdo dos pontos: Praia (S11° 01.193
WO037° 04.291’) & Rural (S11° 00.170° WO037° 12.648’) configurado no sistema de
projecdo geografica SIRGAS 2000UTM. Os pontos foram selecionados
aleatoriamente com base na ocorréncia de Biomphalaria sp., no perimetro urbano e

rural dos municipios.
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Figura 13 - Localizac@o das &reas de estudo e respectivos pontos de coleta malacologica
situados em é&rea urbana da praia de Aruanda (Zona litordnea) de Aracaju e area rural no
municipio de Sao Cristévao, regido metropolitana. Fonte: Software ArcGIS 10.

4.2Dados pluviométricos

Os dados de pluviosidade foram obtidos na Secretaria de Recursos Hidricos do
Estado de Sergipe (SRH-SE).
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4.3 Analises fisico-quimicas e microbiolégica da 4gua

Os parametros fisico-quimicos das colec¢des hidricas dos pontos de coleta
foram analisados in situ como, por exemplo, pH, temperatura, salinidade, solidos totais
dissolvidos e condutividade elétrica, utilizando-se um multianalisador uma sonda
multiparametros HANNA HI 9828. Essa andlise ocorreu mensalmente durante o
inquérito malacoldgico.

As coletas de agua para 0 microbiolégico ocorreram trimestralmente,
abrangendo os periodos de estiagem e chuvoso. Durante as coletas foram utilizados
recipientes de vidro incolores, boca larga com capacidade de 100 mL, previamente
esterilizados, para evitar possiveis contaminacdes. Posteriormente, as amostras foram
acondicionadas em caixas térmicas, mantidas em resfriamento, com barras de gelo e
posteriormente guardadas em refrigeracao a 4°C até o momento das andlises (APHA,
2012). O procedimento de analise microbiolégica ocorreu em laboratorio, no qual foi
usada a metodologia de Substrato Cromogénico/Enzimatico SMEWW, 222 Ed. 9223 B
gue usa substrato constituido de sais, fontes de carbono e nitrogénio, indicadores e
nutrientes especificos para a deteccdo simultdnea de coliformes totais e
termotolerantes. As amostras coliformes positivas sdo detectadas visualmente por
desenvolvimento de cor amarela no meio de cultura, sendo a presenca de Escherichia
coli (coliformes termotolerantes) detectada pela observacéo de fluorescéncia sob a luz
UV (SOUZA et al., 2015).

4.4 Analise do sedimento

A andlise do sedimento foi importante para enfatizar o papel que este
componente tem no processo de fixacdo do hospedeiro intermediario em ambientes
costeiros e interioranos, pois sendo seres detritivoros, os moluscos utilizam também
substancias do sedimento para auxiliar na sua alimentagcdo (BARBOSA; BARBOSA,
1994). Os sedimentos foram coletados trimestralmente em varios pontos das margens
dos corpos d'agua com ajuda de espatula de aco inoxidavel, misturados,
homogeneizados e guardados em sacos plasticos. Coletadas duas amostras na
estacdo seca e duas na estacdo chuvosa. As amostras foram secas em estufa a
100°C por 24h, e finamente pulverizadas (= 200mesh) com um almofariz e pistilo de

agata.
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4.5 Coletas de moluscos

Em um tempo esfor¢co de 2 horas/homem, os moluscos foram coletados
mensalmente no periodo de junho de 2015 a julho de 2017, com o auxilio de peneiras
e pincas, e em seguida transportados em recipientes plasticos identificados com data
e local. Posteriormente, no Laboratério, os moluscos foram colocados em aquarios e
alimentados com folhas de alface. Os moluscos foram quantificados e medidos o
comprimento da concha, com auxilio de paquimetro digital (Messen 150 mm ISO9001.:
2000), para verificar a existéncia de diferencas de comprimento e as variaveis
ambientais.

Paralelamente, uma amostra de quatro moluscos de cada ponto de coleta foi
escolhida aleatoriamente para identificacdo especifica da espécie, por meio de
avaliacdo da morfologia externa da concha e dissecacdo para visualizacdo da
morfologia interna (BARBOSA, 1995).

4.6 Analises parasitoldgicas

Para descrever a possivel infeccdo por S. mansoni foi considerado positivo o
molusco que estivesse eliminando cercarias do parasito. Para realizacdo dessa
analise, os moluscos foram isolados em frascos de vidro transparente com 4 ml de
agua declorada e/ou filtrada, e expostos a luz de lampadas incandescentes (60W) a
uma distancia de 30 cm, durante 4 horas. Tal procedimento fornece uma temperatura
entre 28 e 30°C, capaz de estimular a emissao cercariana (BRASIL, 2008). Moluscos
negativos eram reexaminados usando a mesma técnica, 15 dias ap6s a primeira
exposicao.

A taxa de infecgcéo natural (TIN) foi determinada através da formula:

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

4.7 Gradiente de salinidade

O encontro de hospedeiros em cole¢fes hidricas ocasionadas pelo despejo de
aguas pluviais e domiciliares na praia ocasionou o0 questionamento a respeito da
sobrevivéncia dos mesmos, nestes locais. Nao foram encontrados estudos que
relacionassem a salinidade dos ambientes a sobrevivéncia de hospedeiros. Para se
testar o efeito do gradiente de salinidade sobre sobrevivéncia dos mesmos, foi
realizado um experimento esquematizado na Figura 14. Ressalta-se que foram
submetidos ao teste os moluscos encontrados no ponto da &rea da praia (zona

litor&nea), e os moluscos de area rural.
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Todas as amostras de 4gua para este experimento passaram por autoclave
para diminuir o efeito de agentes microbiolégicos, sem alterar o efeito quimico da
salinidade. Os ensaios foram efetuados em triplicata, por ponto de coleta, e se
iniciaram com a medida da variacdo da salinidade entre a agua do mar e a menor
salinidade encontrada em agua doce. Com dilui¢cdes realizadas (a cada 5%) da agua
do mar.

Os moluscos foram submetidos a uma serie experimental, onde foram inseridos
10 moluscos em cada recipiente. A sobrevivéncia destes organismos foi monitorada

por video, para documentacao (Figura 14). O grupo controle foi aquele que possuiu a

mesma salinidade observada na agua doce (habitat usual dos hospedeiros).
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Figura 14 - Teste da influéncia do gradiente de salinidade nos moluscos B. glabrata, coletados
na praia de Aruanda no municipio de Aracaju e de area rural endémica para a
esquistossomose no municipio de Séo Cristovao, Sergipe.

4.8 Extracdo de proteinas

Os moluscos foram separados e nomeados em dois grupos: Grupo MP =
Molusco Praia e Grupo MR = Molusco Rural, e para cada grupo 4 exemplares de B.
glabrata. Posteriormente foram encaminhadas ao Instituto de Biologia Animal da
Universidade Estadual de Campinas, para realizagdo da extracao proteica. A extragao
foi realizada a partir dos tecidos do manto completo dos moluscos. Os mantos foram
cortados e picotados sobre o gelo seco e submetidos ao tampéo de extragdo em
solucdo. Foi adicionada 300uL de tampao de Lise para inibicdo de protease (pH 8.1
contendo Uréia 8M, Tris 50mM). As amostras foram homogeneizadas para
rompimentos das células e liberagdo das proteinas utilizando um aparelho Politron de
alta frequéncia e encaminhadas a centrifugacéo a 15.000g por 15min ajustado a uma
temperatura de 4°C. O sobrenadante contendo as proteinas foi recuperado e

armazenado a -80°C.
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A digestdo com tripsina de proteinas para espectrometria de massas (LC-
MS/MS) foi realizada utilizando procedimento previamente descrito por Vergote et al.
(2005). Para isso, as amostras foram tratadas com uréia na concentragéo final de 1,6
M, seguido por reducao das proteinas com ditiotreitol (DTT) a 5 mM por 25 minutos a
56°C, alquilacdo com iodoacetamida (IAA) a 14mM por 30 minutos a temperatura
ambiente e protegido da luz, adicdo de 1mM de cloreto de célcio e em seguida
digestdo com tripsina por 16h a 37°C (proporcdo enzima: substrato, 1:50). A reacéo foi
interrompida com acido férmico a 0,4% e as amostras submetidas & remocéo de sais
por meio de stage tips coluna C18 (RAPPSILBER et al., 2007). A remocéo de sais das
amostras consiste em condicionar a coluna com metanol 100%, equilibrar com acido
formico 0,1%, carregar as amostras, lavando com &cido férmico 0,1% e eluir com uma
solugdo de acetonitrila 80%/ &acido férmico 0,1%. As amostras foram entdo submetidas
a secagem em um concentrador a vacuo e armazenadas a -20°C para posterior

analise no espectrdmetro de massas.

4.9 Anélises estatisticas e bioinformatica

Artigo 1- Os dados foram descritos por meio de média, desvio padrdo, mediana,
minimo e maximo. Diferencas de média foram avaliadas por meio de teste T e teste de
Mann-Whitney. Tamanhos de efeito d de Cohen foram calculados para determinar a
magnitude das diferencas (RICE, HARRIS, 2005). O experimento foi analisado com
um modelo linear geral. Foram calculados R2 e R? ajustado para avaliar adequacao do
estudo. S&o propostos pontos de corte letais para diluicdo que foram avaliados por
Curva ROC e Area abaixo da curva (AUC). Os critérios de selecéo dos pontos foram o
indice de Youden (J), Proximidade do ponto (0,1) (ER), indice de Unido (IU) e
Probabilidade de Concordancia (CZ) (UNAL, 2017).

Artigo 2 - Os dados obtidos na espectrometria de massas foram processados nos
programas MaxQuant v1.3.0.3 para identificagdo das proteinas e submetidos a
buscas de nimeros de acessos no VectorBase, NCBI e Uniprot para o Gene Ontology
(GO). No programa Perseus v. 1.2.7.4 realizado Student's t-test para diferencas
significativas na intensidade das proteinas entre os grupos estudados, com nivel de
significancia de 5% (p <0,05) e a ferramenta online Clustvis para visualizar o clustering
dos dados (METSALU, VILO, 2015).
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6 CAPITULO Ill - ARTIGO 1

Aspectos ambientais e bioldgicos associados a ocorréncia de Biomphalaria
glabrata em dois ambientes diferentes em area litordnea no nordeste do
Brasil

Taissa Alice Soledade Calasans™?, Veroénica de Lourdes Sierpe Jeraldo™?

Resumo

Introducdo: Os moluscos Biomphalaria glabrata sdo hospedeiros intermediarios do
agente etioldgico da esquistossomose, Schistosoma mansoni, responsavel por infectar
milhares de pessoas no Brasil e no mundo. Esse molusco pode representar uma ameaca
quando encontrado em cole¢des hidricas que ocorre o contato humano. A compreensao
dos fatores ambientais que propiciam a sua instalacdo no ambiente é crucial para avaliar
0 seu potencial de sobrevivéncia e transmisséo. O presente estudo testou a resisténcia de
B. glabrata a gradientes de salinidade e avaliou os pardmetros fisico-quimicos no
ambiente hidrico litoraneo e rural do estado de Sergipe. Métodos: Realizada uma
avaliagdo malacologica e ambiental em &rea litoranea e rural, nos quais foram feitas
analises parasitologicas em B. glabrata para investigar a infeccdo por S. mansoni, e
analises fisico-quimicas da agua e sedimento dos criadouros, bem como anélises
microbioldgicas da agua. Foi realizado um experimento com os moluscos para se testar
a sua tolerancia a concentracbes de salinidade. Resultados: De 6.423 moluscos
coletados, 2.002 (98,5%) ndo estavam infectados, com 30 (1.5%) infectados da praia, e
na area rural, 4.236 moluscos ndo infectados e 155 (3,5%) infectados. As variaveis
ambientais e fisico-quimica da agua e sedimento quando comparadas entres 0s pontos
de coleta no periodo de seca, apresentaram valores maiores na praia como, por exemplo,
a Precipitacdo (30,3 mm), Temperatura (28,9 °C), Turbidez (15,6 NTU)/, pH (7,2) e
Manganés (24,2). Estes parametros também se encontravam maiores no periodo
chuvoso e no grupo de moluscos infectados. Andlises microbioldgicas revelaram a
positividade de E. coli na 4gua, dentro do periodo climéatico seco e chuvoso. O teste de
salinidade revelou que os moluscos coletados na praia, permaneceram vivos, quando
expostos as diluicbes de 25 e 30% e 40 a 95%, no entanto, os moluscos da rural se
encontravam vivos em todas as diluicdes, exceto de 5%. Concluséo: O estudo revelou a
presenca da espécie B. glabrata eliminando cercarias de S. mansoni, bem como sua
resisténcia e sobrevivéncia a fatores fisico-quimicos com valores variados no ambiente
litordneo comparado ao ambiente rural. O que pode gerar a formacdo/manutencédo de
focos de transmissdo da esquistossomose na area.

Palavras-chave: esquistossomose, Biomphalaria glabrata, fatores ambientais, colecao
hidrica.
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Introducéo

Os moluscos aquaticos da espécie Biomphalaria glabrata sdo hospedeiros
intermediérios do helminto Schistosoma mansoni (Sambon, 1907) [1], responsavel pela

esquistossomose mansonica que afeta mais de 200 milhdes de pessoas no mundo [2-3].

A infeccdo humana acontece devido a presenca de moluscos infectados que
liberam cercarias do S. mansoni em ambientes hidricos [4]. A espécie B. glabrata €
considerada de ampla distribuicdo geografica nos territorios brasileiros, o que a torna
umas das espécies mais importante no ciclo de transmissdo da esquistossomose
mansdnica em diversas regides [5]. Estes moluscos colonizam uma diversidade de
ambientes 16ticos e lénticos de comunidades urbanas e rurais, e podem se tornar um
risco a sauda humana quando ha insuficiéncia no saneamento basico dos ambientes [6].

Os habitats hidricos nos quais sé@o encontrados moluscos B. glabrata podem ser
de carater permanente ou temporario, desde rios, lagoas, valas e até pocas de agua
pluvial [7]. Estes habitats sdo formados por colegdes hidricas dulcicolas e sedimentos,
dotados de parametros fisico-quimicos (pH, salinidade, temperatura e oxigénio
dissolvido) adequados a sobrevivéncia e reproducdo destes moluscos [8]. Entretanto, na
area litoranea do estado de Pernambuco/Brasil, foram encontradas populacdes de B.
glabrata vivendo em ambientes com média de salinidade 15 vezes maior que 0 maximo
aceito para adgua doce, 0 que segundo 0s autores representa uma nova condicéo fisico-
quimica de sobrevivéncia da espécie, uma vez que sdo consideradas tipicas de agua
doce [8].

Outro fator importante é a habilidade da espécie de se enterrar em solo Umido
para se proteger de condi¢des adversas como dessecacdo e aplicacdo de moluscicidas
[9]. Bem como, utilizar durante a alimentacdo pequenas particulas de areia de alguns
substratos para facilitar a trituracdo de alimentos [10]. Suportando também solo com
teor de salinidade que pode ser superior ao solo de agua doce, que segundo Silva e
Adorno [11] é produto da acdo das ondas do mar que podem interferir no solo, causando
variacdo na retencdo de agua e assim afetar 0S organismos em Seus pProcessos
reprodutivos ou no seu desenvolvimento, levando-os a adaptaces fisioldgicas.

A Zona Litoranea dos estados que compdem a regido nordeste do Brasil tem
sofrido uma grande transformacéo urbanistica, tanto pelo turismo quanto pela expanséo
imobilidria. A urbanizacdo das zonas proximas as praias tem gerado problemas

estruturais e ambientais, tais como instalacdes inadequadas de tubulagfes que provocam
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0 acumulo de &gua na faixa de areia. Estes locais podem servir de criadouros para
moluscos demonstrando potencialidade como &rea de risco de transmissdo da
esquistossomose. Isto é possivel, visto que estes animais tém demonstrado alta
capacidade adaptativa em condi¢Oes adversas [12].

A especie B glabrata ja foi notificada em 806 municipios de 16 estados
brasileiros e no Distrito Federal; na regido nordeste do pais a espécie é encontrada na
faixa litordnea dos estados de Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte e
Sergipe [13]. O relato de moluscos encontrados em novos habitats de zona litoranea
gera uma preocupacao por se tratar de um ambiente de alto apelo turistico e imobiliaria.
Dentro desta perspectiva, é imprescindivel o entendimento dos fatores ambientais que
permitem a sobrevivéncia dos moluscos e a sua possivel infec¢do por S. mansoni, a fim
de identificar possiveis novas areas de manutencdo de B. glabrata e de transmisséo da
esquistossomose.

O estudo do ambiente colonizado por moluscos de importancia médica com base
em parametros ambientais é relevante para relacionar a sobrevivéncia da espécie B.
glabrata e compreender sua presenca em regido litoranea. Assim, o objetivo do presente
estudo foi testar a resisténcia de B. glabrata a gradientes de salinidade e avaliar os

parametros fisico-quimicos no ambiente hidrico litoraneo e rural no estado de Sergipe.

Metodos
Area de Estudo

O estudo foi realizado no municipio de Aracaju no estado de Sergipe que
compreende uma populacdo estimada 650.106 habitantes, com uma densidade
demogréafica de 3.140,65 habitantes/km?, 55,4% de vias pUblicas urbanizadas, 87,2% de
domicilios com esgotamento sanitario adequado e 56,6% de domicilios urbanos. Foram
investigados dois locais (criadouros) de moluscos, um na zona litoranea, denominado de
Praia, localizado no bairro da Aruanda na cidade de Aracaju, capital do estado de
Sergipe, e um segundo ponto denominado de Rural, este localizado no municipio de Séo
Cristovdo (fig 1), regido metropolitana de Aracaju a 26 km da capital [14].

O mapeamento georeferencial das areas foi realizado utilizando um receptor
GPS (Garmin, modelo Vista Cx) para marcacgao dos pontos: Praia (S11° 01.193* W037°
04.291°) e Rural (S11° 00.170° W037° 12.648”) configurado no sistema de projecdo
geografica SIRGAS 2000 UTM. Os pontos foram selecionados aleatoriamente com base

na ocorréncia de Biomphalaria spp., no perimetro urbano e rural dos municipios.
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Figura 1. Pontos de coletas de B. glabrata em zona litoranea, proximo a maré na Praia de
Aruanda (Aracaju-Se) e criadouro em ambiente rural de Sdo Cristévao. Software Quantum
GIS (QGIS) 1.7.4.

Coleta e andlise parasitologica dos moluscos

Mensalmente, no periodo de junho de 2015 a julho de 2017, os moluscos foram
coletados com o tempo esforco de 2 horas/homem com o auxilio de peneiras e pingas, e
em seguida acondicionados em recipientes plasticos identificados com data e local.
Posteriormente, os moluscos foram colocados em aquarios e alimentados com folhas de
alface, quantificados e medido o didmetro da concha, com auxilio de paquimetro digital
(Messen 150 mm 1S0O9001: 2000). Uma amostra de quatro moluscos de cada ponto de
coleta foi escolhida aleatoriamente para identificacdo especifica da espécie, por meio da
técnica de disseccdo do aparelho genital [10].

Para avaliacdo da possivel infeccdo por S. mansoni foi considerado positivo o
molusco que estava eliminando cercérias do parasito. Para realizacdo dessa analise, 0s
moluscos foram isolados em frascos de vidro transparente com 4 ml de agua declorada e
filtrada, e expostos a luz de lampadas incandescentes (60W) a uma distancia de 30 cm,
durante 4 horas. Tal procedimento forneceu uma temperatura entre 28 e 30°C, capaz de

estimular a emisséo cercariana [13]. A taxa de infeccdo natural (TIN) foi determinada
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através da formula: TIN = N° de moluscos parasitados / N° de moluscos coletados X
100.

Levantamento das variaveis ambientais
Dados pluviométricos

Os dados pluviométricos foram obtidos na Secretaria de Recursos Hidricos do
Estado de Sergipe (SRH-SE).

Andlise fisico-quimica e microbiolégica da agua

Para avaliacdo fisico-quimica da &gua dos criadouros de moluscos, foram
analisados in situ os seguintes parametros: temperatura, salinidade, sélidos totais
dissolvidos e condutividade elétrica, utilizando uma sonda multiparametros HANNA HI
9828. Essa analise ocorreu mensalmente durante todo periodo de coleta.

Para a analise microbioldgica da foi utilizada a metodologia de Substrato
Cromogénico/Enzimatico SMEWW, 222 Ed. 9223 B que usa substrato constituido de
sais, fontes de carbono e nitrogénio, indicadores e nutrientes especificos para a deteccao
simultanea de coliformes totais e termotolerantes. As amostras positivas para coliformes
foram detectadas visualmente por desenvolvimento de cor amarela no meio de cultura,
sendo a presenca de Escherichia coli (coliformes termotolerantes) detectada pela
observacédo de fluorescéncia sob a luz UV [15]. Para cada analise foram coletados 100
mL de agua dos criadouros, acondicionadas em caixas térmicas e mantidas resfriadas a
4°C até o momento das analises [16]. As coletas de 4gua para os testes microbiologicos

ocorreram trimestralmente, abrangendo os periodos de estiagem e de chuva.

Analise do sedimento

Os sedimentos foram coletados trimestralmente em varios pontos das margens
dos criadouros, com ajuda de espatula de ago inoxidavel e armazenados em sacos
plasticos. Posteriormente as amostras foram homogeneizadas e secas em estufa a 100°C
por 24h, e finamente pulverizadas (= 200 mesh) com um almofariz e pistilo de dgata. As

andlises foram realizadas de acordo com Silva (1999) [17].
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Teste de Gradiente de Salinidade

Para testar o efeito da gradiente de salinidade sobre a sobrevivéncia dos
moluscos, foi realizado um experimento esquematizado na Figura 2. Todas as amostras
de &gua para este experimento foram autoclavadas para diminuir o possivel efeito de
agentes microbioldgicos, sem alterar o efeito quimico da salinidade. Os ensaios foram
efetuados em triplicata, utilizando 10 moluscos para cada teste, e se iniciaram com a
medida da variacdo da salinidade entre a 4gua do mar e a menor salinidade encontrada
em agua doce. Foram realizadas diluicdes (a cada 5%) da 4gua do mar até atingir 100%
de diluicdo, para o grupo controle foi utilizada agua do préprio local de coleta dos
moluscos. Os testes foram realizados separadamente com moluscos coletados na praia e

na area rural seguindo o mesmo protocolo.

Dllukao Dllui;ao Dllmgao Diluigdo | |

Salinidade Salinidade
\ H,0 do mar H,0 doce }

|

B Tempo de Sobrevivéncia/
concentragio de salinidade

Figura 2. Teste da influéncia do gradiente de salinidade em moluscos Biomphalaria glabrata,
coletados na praia no municipio de Aracaju e na area rural no municipio de Sdo Cristdvao,
Sergipe/Brasil.

Cada grupo de molusco foi submetido a uma serie experimental e a
sobrevivéncia foi monitorada em 1h, 3h, 6h, 12h e 24h apds o inicio do experimento.
Apols 24 horas todos os moluscos, inclusive aqueles considerados mortos foram
colocados em &gua declorada para confirmacéo da mortalidade.

Anélise estatistica

As variaveis categoéricas foram escritas por meio de frequéncia absoluta e
relativa percentual. As associacdes entre variaveis categéricas foram testadas por meio
do teste qui-quadrado. As variaveis continuas foram descritas por meio de média,
desvio padrdo, mediana, minimo e maximo. Diferencas de média foram avaliadas por
meio de teste T e teste de Mann-Whitney. Tamanhos de efeito de Cohen foram

calculados para determinar a magnitude das diferengas [18]. O experimento foi

59



analisado utilizando um modelo linear geral. Foram calculados R? e R? ajustado para
avaliar adequacéo do estudo. Foram propostos pontos de corte letais para diluicdo, que
foram avaliados por curva ROC e area abaixo da curva (AUC). Os critérios de selecdo
dos pontos foram o Indice de Youden (J), Proximidade do ponto (0,1) (ER), indice de
Unido (IU) e Probabilidade de Concordancia (CZ) [19]. O nivel de significancia
adotado foi de 5% e o software utilizado foi 0 R CORE Team 2018.
Resultados
Infecgdo dos moluscos

Foram coletados um total de 6.423 moluscos coletados da espécie B. glabrata,
2.032 no ponto praia e 4.391 no ponto rural. A tabela 1 mostra a distribui¢do de total de
moluscos infectados e ndo infectados e de acordo com as estacGes seca e chuvosa.
Foram detectados moluscos infectados na praia apenas no periodo chuvoso, diferente
dos moluscos do ambiente rural que estavam infectados em ambos 0s periodos

climatoldgicos (p <0.001).

Tabela 1 Distribuicdo de moluscos Biomphalaria glabrata infectados e néo infectados coletados

na estacdo seca e chuvosa em criadouros em area de praia e rural. Estado de Sergipe/Brasil.

Praia N (%) Rural N (%) p*
Total
Infectado 30 (1,5) 155 (3,5) <0,001
N&o Infectado 2002 (98,5) 4236 (96,5)
Estacéo Seca (mar¢o-agosto)
Infectado 0(0) 87 (6,6) <0,001
N&o Infectado 603 (100) 1226 (93,4)
Estacdo Chuvosa (setembro-
fevereiro)
Infectado 30 (2,1) 68 (2,2) 0,913
Nao Infectado 1399 (97,9) 3010 (97,8)

*Teste qui-quadrado de Pearson
N- Frequéncia absoluta; % - frequéncia relativa percentual.

Caracteristicas ambientais, fisico-quimicas e microbioldgicas

Os resultados das analises fisico-quimicas da agua e sedimento foram obtidos e
comparados entre 0s pontos praia e rural. Ao realizar essa comparagdo na estacao seca,
percebeu-se que a precipitacdo (30,3 mm), temperatura (28,9 °C), condutividade (0,7
ms/cm?) , Turbidez (15,6 NTU)/ , Salinidade (0,3 mg/L) e Sdlidos Totais Dissolvidos
(335,7 STD) da agua e o pH (7,2) e Manganés (24,2) do sedimento, apresentaram
maiores valores na praia quando comparados com os resultados do ponto rural. Em

relacdo ao diametro da concha (12,3 mm), pH (6,4), oxigénio dissolvido (11,1ppm) da
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agua, e calcio + magnésio (15,4), célcio (10,7), aluminio (0,7), s6dio (126,4), potéssio
(78,5), fosforo (64,7), matéria organica (33,3), magnesio (2,9), ferro (1231,3), cobre
(12,3) e zinco (20,2) do sedimento, apresentaram maiores valores no ponto rural. Foram

observadas diferencas significativas em todas as caracteristicas ambientais, fisico-

quimicas e bioldgicas (Tabela 2).

Tabela 2 Distribuicdo de pardmetros ambientais e do molusco na estacdo seca, comparando
dois pontos de coleta de moluscos (praia e rural) nos municipios de Aracaju e Sdo Cristdvao-

Sergipe, Brasil.

Estacdo Seca

Parametros Praia
Media (DP) Med';”ai §m'” " Media(DP) Mediana (min-max)  p
Diametro da <0.001
concha 7,9 (1,8) 7,9 (3,4 - 15,4) 12,3 (3,5) 12,3 (3-25,5) ’
Precipitacao 30,3 <0.001
(mm) (12,4) 37,4 (8,6 -37,4) 23,6 (18,4) 10,8 (6,8 - 50,7) ’
Agua
Temperatura °C 28,9 (0) 28,9 (28,9 - 29) 27,4 (1,1) 27 (25 - 28,6) <0,001
pH 6,2 (0) 6,2 (6,1-6,2) 6,4 (0,4) 6,2 (6,1-7,9) <0,001
Condutividade <0.001
(ms/cm?) 0,7 (0) 0,7 (0,7-0,7) 0,4 (0,1) 0,4 (0,3 -0,6) '
Turbidez <0.001
(NTU)/agua 15,6 (0,1) 15,6 (15,6 - 15,7) 14,5 (1,5) 14,2 (9,9 - 15,8) '
Oxigénio
dissolvido <0,001
(ppm) 10,5 (0) 10,5 (10,5 - 10,6) 11,1 (0,1) 11,1 (11,1 - 11,8)
Salinidade 0,3(0) 0,3(0,3-0,3) 0,2 (0) 0,2(0,2-0,2) <0,001
Solidos Totais 335 7
Dissolvidos ’ 335 (335 - 338) 132,2 (5,9) 132 (128 - 153) <0,001
(13)
(STD)
Sedimento
pH 7,2 (0) 7,2(72-72) 6,6 (0,2) 6,6 (6,2-7,2) <0,001
Célcio + <0.001
Magnésio 1,4 (0,2) 1,3(1,3-1,8) 15,4 (0,9) 15,7 (13,4 - 16,2) '
Calcio 1,8 (0) 1,8 (1,8-1,8) 10,7 (1,1) 11,1 (9,1 - 12,8) <0,001
Aluminio 0,4 (0,2) 0,3(0,3-0,7) 0,7 (0,1) 0,7 (0,4 -0,8) <0,001
Sédio 26,4 (0,4)  26,1(26,1-27,2) 126,4 (1,8) 127 (122 - 128) <0,001
Potassio 17 (0,1) 17,1 (16,8 - 17,1) 78,5 (12,6) 87,8(60,7-91,9)  <0,001
Fosforo) 11,5 (0,3) 11,3 (11,3 - 12) 64,7 (2,7) 64 (62 - 72) <0,001
Matéria <0.001
Organica 6,6 (0,3) 6,8 (6,2 - 6,8) 33,3 (0,6) 33,4 (30,2 - 33,8) '
Magnésio 1,5 (0) 1,5(1,5-1,6) 2,9 (0,3) 2,8(2,4-35) <0,001
460,9
Ferro (Fe) (10,3) 4551 (455,1-478.9) 1231,3(42,9) 12239 (11159 - 1322,1) ~0:001
Manganés 24,2 (0,2) 24,3 (24 - 24,3) 23,8 (0,9) 23,8 (22 - 25,8) <0,001
Cobre (Cu) 0 (0) 0(0-0) 12,3 (0,5) 12,1 (11,9-13,8)  <0,001
Zinco (Zn) 0,9 (0) 0,9 (0,8-0,9) 20,2 (0,3) 20,2 (19,3-21,1)  <0,001

Legenda: DP - desvio padrdo; min - minimo; max - maximo; Teste T;
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No entanto, no periodo chuvoso, foi notada uma diminuigdo das variaveis com
valores maiores quando comparada com o ponto rural, nas quais apenas a precipitacéo
(144,7 mm), pH (7,3), condutividade (0,5 ms/cm?), salinidade (0,2 mg/L), sélidos totais
dissolvidos (215,8 STD) na agua, apresentaram maiores valores na praia. Enquanto o
didmetro da concha (12,9 mm), temperatura (26,1 °C), turbidez (14,1 NTU), oxigénio
dissolvido (9,3 ppm) da agua, pH (7,2), célcio + magnésio (14,7), célcio (11,2 ),
Aluminio (0,5), sddio (128,9), potéssio (85,7), fosforo (72,6), matéria organica (34,5) ,
magnésio (3,1), ferro (1300), manganés (25,6), cobre (13), zinco (20,2) do sedimento,
apresentaram maiores valores na area rural. Ndo houve diferenca significativa entre a

precipitacdo (mm) e pH/agua (Tabela 3).

Tabela 3 Distribuicdo de parametros ambientais e do molusco na estagdo chuvosa, comparando os dois
pontos de coleta de moluscos (praia e rural) dos municipios de Aracaju e Sao Cristovado-Sergipe, Brasil.

Estacdo Chuvosa

Praia Rural
Media (DP) Mediana (min - max) Media (DP) Mediana (min - max) p*
Diametro da <0.001
concha 9,6 (3,6) 8,9 (1-231) 12,9 (3,5) 13 (3 - 25) '

Precipitagdo(mm) 1447 (753) 171,1 (41,8-350,8) 140,3 (68,9) 171,6(28,7-350,8)  0.054
AGUA

Temperatura 26,1 (1,6) 25 (25 -28,7) 26,2 (0,6) 26 (25 - 27,6) <0,001
pH/agua 7,3(0,4) 75(6,5-7,7) 7,2 (0,3) 7,1(6,8-7,8) 0,141
Condutividade <0.001
(ms/cm?) 0,5(0,2) 0,4 (0,4-0,7) 0,4 (0,1) 0,3(0,3-0,5) ’
Turbidez <0.001
(NTU)/agua 13,1 (1,5) 12,2 (11,2 - 15,7) 14,1 (1,4) 14,3 (9,2 - 15,9) ’
Oxigénio <0.001
dissolvido (ppm) 7,5(2) 6,2 (6 - 10,8) 9,3 (0,8) 9,1(7,6-11,2) ’
Salinidade (mg/L) 0,2 (0) 0,2(0,2-0,3) 0,2 (0) 0,2(0,1-0,2) <0,001

Sélidos Totais

Dissolvidos (STD) 2158 (419) 197 (172-296) 1128 (106) 110 (106 - 141) <0,001

SEDIMENTO
pH 6,4 (0,5) 6(6-7,2) 7,2 (0,4) 7,5(6,2-7,6) <0,001
Célcio + Magnésio 1,4 (0,2) 1,2(1,2-21) 14,7 (0,5) 14,6 (14 - 15,8) <0,001
Calcio 1,2(0,2) 1(1-19) 11,2 (0,8) 11,1 (10 - 15) <0,001
Aluminio 0,4 (0,2) 0,3(0,3-0,8) 0,5 (0,3) 0,4 (0,2-0,8) <0,001
Saédio 27,3 (0,6) 27,5 (25 - 27,5) 128,9 (2,8) 130 (122 - 133) <0,001
Potassio 17,3 (0,5) 17,1 (16,1 - 18,2) 85,7 (6,3) 85,6 (67,5 -92,3) <0,001
Fosforo 11,5 (0,2) 11,5(11,1-12,1) 72,6 (3,6) 75 (63 - 76) <0,001
Matéria Organica 7,1(0,1) 7,1(6,8-7,3) 34,4 (0,6) 34,5 (33,2-35,1) <0,001
Magnésio 1,3(0,2) 1,2(1,1-18) 3,1(0,2) 3,1(2,7-3,4) <0,001
Ferro (Fe) 463,7 (18,3) 458,2 (423,6 - 505,6) 1300 (35,4) 1289,9 (1222,1 - 1344,5) <0,001
Manganés 23,6 (0,6) 23,4 (21,1 -24,4) 25,6 (1,1) 25,7 (23,2 - 26,9) <0,001
Cabre (Cu) 0(0) 0(0-0) 13 (0,7) 12,9 (11,7 - 13,8) <0,001
Zinco (Zn) 0,9 (0) 0909-1) 20,2 (0,4) 20,1 (19,2-21,1) <0,001
*teste T
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Na tabela 4 sdo apresentados os coeficientes padronizados e ndo padronizados
dos parametros fisico-quimicos associados ao didmetro da concha do molusco. Foi
observado que todos os parametros fisico-quimicos observados na analise apresentaram
diferenca significativa (p < 0.001). Os parametros de temperatura, turbidez, salinidade e
oxigénio dissolvido da &gua influenciam negativamente no didmetro da concha.
Entretanto os valores dos parametros analisados do solo influenciam positivamente (por
exemplo, célcio e ferro) no didmetro da concha.

Tabela 4 Coeficientes padronizados e ndo padronizados dos parametros fisico-quimicos

associados ao didmetro da concha de moluscos B. glabrata coletados em dois pontos (praia e
rural) dos municipios de Aracaju e Sao Cristovao-Sergipe, Brasil.

Diametro da Concha

B (IC 95%) B P

AGUA

Temperatura/agua -0,387 (-0,458; -0,317) -0,133  <0,001
pH/agua 1,159 (0,989;1,329) 0,164  <0,001
Condutividade (ms/cm?) -9,685 (-10,288;-9,082) -0,366  <0,001
Turbidez (NTU) -0,240 (-0,300;-0,179) -0,097  <0,001
Oxigénio dissolvido (ppm) 0,161 (0,105;0,217) 0,070  <0,001
Salinidade (mg/L) -27,692 (-29,228;-26,156) -0,404  <0,001
Solidos Totais Dissolvidos (STD) -0,024 (-0,025;-0,023) -0,447  <0,001
SEDIMENTO

pH 0,295 (0,125;0,466) 0,042  <0,001
Célcio + Magnesio 0,257 (0,244;0,271) 0,424  <0,001
Calcio 0,358 (0,339;0,376) 0,427  <0,001
Aluminio 1,535 (1,135;1,935) 0,093 <0,001
Sédio 0,035 (0,033;0,037) 0,431  <0,001
Potassio 0,049 (0,047;0,052) 0,408 <0,001
Fosforo 0,059 (0,056;0,062) 0,427 <0,001
Matéria Organica 0,133 (0,126;0,139) 0,436 <0,001
Magnésio 1,888 (1,784;1,991) 0,407 <0,001
Ferro (Fe) 0,004 (0,004;0,004) 0,424 <0,001
Manganés 0,534 (0,462;0,605) 0,180 <0,001
Cobre (Cu) 0,307 (0,169;0,445) 0,066  <0,001
Zinco (Zn) 0,189 (0,179;0,198) 0,441  <0,001

Regresséo linear; B - coeficientes ndo ajustados; B - coeficientes ndo ajustados padronizados;

Na tabela 5, sdo apresentados os valores dos parametros fisico-quimicos levando
em consideracdo o0s moluscos ndo infectados e infectados. Houve diferencas
estatisticamente significativas (p = < 0.001) em relacdo aos parametros obtidos da agua,
como temperatura (26,3 °C), turbidez (14,2), oxigénio dissolvido (10,3), sélidos totais
dissolvidos (152,7) e parametros retirados do solo como calcio+magnésio (13), célcio
(20), aluminio (0,6), potassio (73,1), ferro (1148,6 Fe), zinco (17,2), que apresentaram

valores maiores no grupo de moluscos infectados.
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Tabela 5 Distribuicdo dos parametros fisico-quimicos associados ao grupo de moluscos B. glabrata
infectados e ndo infectados coletados em dois pontos (praia e rural) dos municipios de Aracaju e Sao
Cristovéo-Sergipe, Brasil.

N&o infectado (1) Infectado (2)
Nao infectado Infectado

Media (DP)  Mediana (min - max) Media (DP) Mediana (min - max) M-W

AGUA

Temperatura <0.001
°C 26,7 (1,3) 26,4 (25-29) 26,3 (1,4) 26 (25-28,7) '

pH 7(0,5) 7,1 (6,1-7,9) 6,9 (0,5) 6,8 (6,12-7,9) 0,023
Condutividade 0.052
(ms/cm?) agua 0,4 (0,1) 0,378 (0,304-0,732) 0,4 (0,1) 0,402 (0,304-0,731) '
Turbidez <0,001
(NTU) 14,1 (1,5) 14,3 (9,2-15,85) 14,2 (2,1) 15,38 (9,2-15,85)

Oxigénio <0,001
dissolvido

(ppm) 9,3(1,7) 9,08 (5,96-11,79) 10,3 (1,3) 11,09 (6,2-11,79)

Salinidade 0,2 (0,1) 0,18 (0,12-0,32) 0,2 (0,1) 0,18 (0,12-0,32) 0,606
Solidos Totais

Dissolvidos 0,017
(STD) 160,8 (72,9) 128 (106-338) 152,7 (59) 135 (106-296)
SEDIMENTO

pH 6,9 (0,6) 7,14 (6,01-7,57) 7(0,4) 7,15 (6,01-7,51) 0,951
Calcio + <0,001
Magnésio 10,6 (6,4) 14,3 (1,2-16,2) 13 (5,1) 15,11 (1,2-16,2)

Calcio 7,9 (4,6) 11 (1-15) 10 (4) 11,15 (1-14) <0,001
Aluminio 0,5(0,2) 0,5 (0,2-0,8) 0,6 (0,2) 0,7 (0,2-0,8) <0,001
Saédio 95,8 (47,3) 127 (25,01-133) 109,3 (36,2) 122 (27,5-133) 0,015
Potassio 62,3 (31,9) 80,6 (16,14-92,3) 73,1 (25,7) 85,6 (17,1-90,6) <0,001
Fosforo 51,4 (27,8) 67 (11,1-76) 58,9 (21,2) 68 (11,17-75) 0,430
Matéria 0.296
Organica 25,4 (12,7) 33,4 (6,15-35,1) 29,1 (9,7) 32,5 (7,12-34,9) '
Magnésio 2,5(0,8) 3(1,1-3,5) 2,6 (0,6) 2,7(1,2-3,4) 0,147
Ferro (Fe) 1017,3 (383,5) 1223,9 (423,6-1344,5) 1148,6 (304,7) 1286,8 (458,2-1331,2) <0,001
Manganés 24,7 (1,3) 24,33 (21,11-26,85) 24,9 (1) 25,23 (23,09-26,42) 0,004
Cobre (Cu) 12,8 (0,8) 12,92 (11,72-13,84) 12,6 (0,6) 12,33 (11,72-13,78) 0,066
Zinco (Zn) 14 (9) 20,1 (0,79-21,12) 17,2 (7,2) 20,21 (0,91-21,12)  <0,001

Legenda: DP - desvio padrdo; min - minimo; max - maximo; M-W - teste de Mann-Whitney;

Nos pontos de coleta foram observadas macroéfitas aquaticas e as analises
microbioldgicas da agua, revelaram positividade para coliformes totais e E. coli, em

ambos os periodos climaticos, seco e chuvoso.

Gradiente de salinidade

Os resultados do teste de sobrevivéncia de B. glabrata a diferentes salinidades,
estdo representados na tabela 6, em que foram comparados a média do namero de
sobreviventes entre os pontos Praia e Rural, em relagdo a diluicdo e tempo. Foram

observadas diferengas significativas pequenas (D<0,2) quanto aos locais, na praia foi
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observada menor sobrevivéncia quando comparado ao ponto rural. Quanto as
concentragcdes de 10%, 15%, 20% e 35% todas com diferengas medianas (D>0,5);
quanto aos momentos de 3, 6 e 12h com diferengas pequenas a mediana (0,2<D<0,5).
Dos moluscos coletados na praia, nas respectivas diluicdes de 5 a 20% e 35% em todo
tempo de anélise, ndo houve moluscos sobreviventes. Permanecendo vivos, os moluscos
expostos as diluicdes de 25 e 30% e 40 a 95%. Porém o grupo de moluscos coletados do
ponto rural se encontravam vivos em todas as dilui¢cbes, exceto de 5%. Todos os
moluscos do controle positivo permaneceram vivos até o final do experimento
(24horas). Vale ressaltar, que as concentragdes de salinidade eram iguais para ambos 0s
grupos de moluscos dos pontos.

Tabela 6 Moluscos B. glabrata de dois pontos de coleta (praia e rural) sobreviventes ao teste de
gradiente de salinidade. Municipios de Aracaju e Sdo Cristvao-Sergipe, Brasil.

Ponto
Praia Rural p
D-
Média (DP) Med (Min-Max) Meédia (DP) Med (Min-Max) Cohen
Local 12,76 (11,61) 13 (0-30) 20,12 (11,22) 25 (0-30) <0,001" 0,153
Diluicéo
5% 0 (0) 0 (0-0) 0 (0) 0 (0-0) 1,000" *
10% 0 (0) 0 (0-0) 13,2 (9,52) 16 (0-25) 0,019 0,587
15% 0 (0) 0 (0-0) 16,8 (12,48) 20 (0-29) 0,019% 0,578
20% 0 (0) 0 (0-0) 16 (11,77) 19 (0-28) 0,019% 0,581
25% 14,8 (10,62) 12 (0-27) 16,2 (11,21) 19 (0-27) 0,8447 0,150
30% 13,2 (7,82) 14 (0-20) 18,2 (11,17) 24 (0-27) 0,436" 0,302
35% 0 (0) 0 (0-0) 17,2 (11,63) 21 (0-27) 0,018" 0,606
40% 15 (10,77) 17 (1-25) 21,2 (12,28) 25 (0-30) 04217 0,307

45% 16,4 (11,01) 21 (0-28) 256 (8,76)  30(10-30)  0,090" 0,403
50% 13,4 (11,22) 10 (2-30) 26,8 (6,61)  30(15-30)  0,085" 0,506
55% 15,6 (10,64)  15(1-30)  21,8(10,31) 24 (5-30) 03777 0,322
60% 17,2(10,78) 17 (1-30) 23,4 (9,61) 27 (7-30) 03657 0,327
65% 20,2 (11,78) 26 (1-30) 23,6 (9,61) 27 (7-30) 0,525" 0,236
70% 20,8 (11,19) 24 (2-30) 23,6 (9,18) 27 (8-30) 0,597 0,219
75% 21,8 (11,08) 26 (3-30) 23 (11,45) 28 (3-30) 0671" 0,137
80% 20,4 (11,28)  22(2-30)  23,8(11,19) 29 (4-30) 0,396" 0,231

85% 20,6 (11,1) 24 (3-30) 23,6 (12,14) 29 (2-30) 0,525" 0,213
90% 15,6 (11,1) 15 (1-30) 23,8 (12,26) 30 (2-30) 0,196" 0,351
95% 17,4 (10,88) 17 (2-30) 24,4 (11,44) 30 (4-30) 0,196" 0,332
Tempo

1h 21,05 (13,16) 30 (0-30) 27,53 (6,83) 30 (0-30) 0,234% 0,227
3h 17,84 (11,42) 22 (0-29) 26,58 (7,23) 30 (0-30) <0,001% 0,276
6h 13,68 (9,51) 15 (0-26) 23,95 (7,28) 27 (0-30) <0,001% 0,318
12h 10,21 (7,39) 12 (0-21) 19 (8,87) 23 (0-29) 0,004% 0,299
24h 1(1,05) 1 (0-3) 3,53 (4,25) 2 (0-15) 0,117 0,261

Legenda: DP — Desvio Padrdo; Med — Mediana; Min — Minimo; Max — Méaximo; ' — Teste T de Student; " - Teste de Mann-
Whitney; D-Cohen —Tamanho de Efeito d de Cohen.
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Foram detectadas diferencas significativas quanto ao tempo, a diluicdo e local,
além de significativos nas analises entre diluicdo e local, tempo e local (tabela 7). Ndo
houve diferengas significativas nas analises entre tempo e diluicdo. O modelo
apresentou um ajuste adequado (R?=0,98; R?,4;=0,953).

Tabela 7 Resultados de modelo linear geral do teste de tolerancia a Salinidade para moluscos
Biomphalaria glabrata de dois pontos de coleta (praia e rural) dos municipios de Aracaju e Séo
Cristévao-Sergipe, Brasil.

SQ GL QM F p-valor
Tempo 11586,5 4 2896,6 148,0 0,000
Diluicéo 8159,2 18 453,3 23,2 0,000
Local 2571,6 1 2571,6 131,4 0,000
Diluicdo * Local 1359,5 18 75,5 3,9 0,000
Tempo * Diluicdo 16435 72 22,8 1,2 0,258
Tempo * Local 346,9 4 86,7 4.4 0,003
Erro 1409,5 72 19,6
Total 78409,0 190
R2= 0,982
Rzadj: 0,953

Legenda: SQ — Soma dos Quadrados; GL — Grau de Liberde; QM — Quadrado Médio; F — Estatistica F de
Fisher-Snedecor.

Na tabela 8 e na Figura 2a (curvas ROC) sé@o mostrados os resultados da analise
de acurécia para deteccdo de um ponto 6timo de letalidade para diluicdo para cada local
com area abaixo da curva da regido da praia de 0,779 (figura 2b). Analisando as
métricas propostas, a diluicdo de 37,5% apresenta-se com melhores caracteristicas, em
que sdo previstos um 58,5% de ndo sobreviventes (sensibilidade) e um 79,6% de
sobreviventes (especificidade). Quanto as métricas de avaliacdo, este ponto da curva foi
o de melhor valor no indice de Youden (maior), proximidade do ponto de 0,1 (menor) e
maior probabilidade de concordancia. Quanto ao Indice de Unido foi apenas o 5°
melhor.

Tabela 8 Andlise de acuracia para detec¢do de um ponto 6timo de letalidade para dilui¢do

SE ES J ER 18] CZ

Diluicao

7,5 12,2% 100,0% 0,122 0,878 0,878 0,122
12,5 20,7% 97,2% 0,180 0,793 0,765 0,202
17,5 29,3% 94,4% 0,237 0,709 0,652 0,276
22,5 37,8% 91,7% 0,295 0,628 0,539 0,347
27,5 43,9% 87,0% 0,309 0,576 0,431 0,382
32,5 50,0% 82,4% 0,324 0,530 0,324 0,412
37,5 58,5% 79,6% 0,382 0,462 0,211 0,466
42,5 62,2% 73,1% 0,353 0,464 0,110 0,455
47,5 65,9% 66,7% 0,325 0,477 0,111 0,439
52,5 70,7% 61,1% 0,318 0,487 0,117 0,432
57,5 75,6% 55,6% 0,312 0,507 0,201 0,420
62,5 79,3% 49,1% 0,283 0,550 0,302 0,389
67,5 81,7% 41,7% 0,234 0,611 0,400 0,340
72,5 84,1% 34,3% 0,184 0,676 0,499 0,288
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Tabela 8 Anélise de acurécia para deteccdo de um ponto 6timo de letalidade para dilui¢éo

77,5 86,6% 26,9% 0,134 0,744 0,597 0,232
82,5 89,0% 19,4% 0,085 0,813 0,696 0,173
87,5 91,5% 12,0% 0,035 0,884 0,794 0,110
92,5 96,3% 6,5% 0,028 0,936 0,899 0,062
AUC 0,718

Legenda: SE — Sensibilidade; ES — Especificidade; J - indice de Youden; ER — Proximidade do ponto
(0,2); IU — Indice de Unido; CZ — Probabilidade de Concordancia.

A tabela 9 e a Figura 2 (curvas ROC) apresentam o0s resultados da andlise de
acurécia para detec¢cdo de um ponto 6timo de letalidade de dilui¢do para cada local com
areas abaixo da curva da regido da praia de 0,779 (figura 2b) e da area rural de 0,680
(figura 2c). Analisando as métricas propostas para a praia, sugere-se a diluicdo de
52,5% por possuir uma melhor equidade entre sensibilidade e especificidade, com
menor distancia ao ponto (0,1), e segundo menor indice de Unido. Os demais indices de
qualidade do ponto embora ndo sejam os melhores, mas sdo proximos aos melhores.
Entretanto para a area rural, € sugerida a diluicdo de 37,5% com baixa sensibilidade,
mas alta especificidade com maior indice de Youden e probabilidade de concordancia e
a terceira menor distancia ao ponto (0,1) e indice de Unido.

Tabela 9 Analise de acuracia para deteccdo de um ponto 6timo de letalidade de diluicdo para
cada local

Praia Rural

% SE ES J ER iU Cz SE ES J ER IU CZ

7,5 0,094 1,000 0,094 0,906 0,906 0,094 17,2% 100,0% 0,172 0,828 0,828 0,172
12,5 0,189 1,000 0,189 0,811 0,811 0,189 24,1% 955% 0,196 0,760 0,713 0,230
17,5 0,283 1,000 0,283 0,717 0,717 0,283 31,0% 90,9% 0,219 0,696 0,599 0,282
22,5 0,377 1,000 0,377 0,623 0,623 0,377 37,9% 86,4% 0,243 0,635 0,484 0,328
27,5 0,434 0,952 0,386 0,568 0,518 0,413 44,8% 81,8% 0,266 0,581 0,370 0,367
32,5 0,491 0,905 0,395 0,518 0,414 0,444 51,7% 77,3% 0,290 0,534 0,255 0,400
37,5 0,585 0,905 0,490 0,426 0,320 0,529 58,6% 72,7% 0,313 0,496 0,141 0,426
425 0,623 0,833 0,456 0,413 0,211 0,519 62,1% 66,7% 0,287 0,505 0,073 0,414
475 0,660 0,762 0,422 0,415 0,135 0,503 65,5% 60,6% 0,261 0,524 0,099 0,397
52,5 0,717 0,714 0,431 0,402 0,126 0,512 69,0% 54,5% 0,235 0,550 0,144 0,376
57,5 0,774 0,667 0,440 0,403 0,117 0,516 72,4% 48,5% 0,209 0,584 0,239 0,351
62,5 0,811 0,595 0,407 0,447 0,216 0,483 75,9% 42,4% 0,183 0,624 0,334 0,322
67,5 0,830 0,500 0,330 0,528 0,330 0,415 79,3% 36,4% 0,157 0,669 0,429 0,288
72,5 0,849 0,405 0,254 0,614 0,444 0,344 82,8% 30,3% 0,131 0,718 0,525 0,251
77,5 0,868 0,310 0,177 0,703 0,558 0,269 86,2% 24,2% 0,104 0,770 0,620 0,209
82,5 0,887 0,214 0,101 0,794 0,673 0,190 89,7% 18,2% 0,078 0,825 0,715 0,163
87,5 0,906 0,119 0,025 0,886 0,787 0,108 93,1% 12,1% 0,052 0,881 0,810 0,113
92,5 0,962 0,071 0,034 0,929 0,891 0,069 96,6% 6,1% 0,026 0,940 0,905 0,059

AUC 0,779 0,680

Legenda: SE — Sensibilidade; ES — Especificidade; J - Indice de Youden; ER — Proximidade do ponto
(0,1); 1U — Indice de Unido; CZ — Probabilidade de Concordéncia.
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Figura 2 Curvas ROC de diluigdo e letalidade de moluscos Biomphalaria glabrata (A-
Sensibilidade e especificidade; B- Praia; C- Rural).
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Discusséo

Este estudo abordou os fatores ambientais e bioldgicos devido ao encontro de
hospedeiros intermediarios do S. mansoni em coleg¢Ges hidricas oriundas do despejo de
aguas pluviais e de acdo antropica, em praia urbana do municipio de Aracaju/Sergipe-
Brasil. Consequentemente, também gerou questionamentos a respeito da sobrevivéncia
dos hospedeiros, nesta area. Fizeram-se entdo necessarias a coleta de informacdes sobre
a ocorréncia e infeccdo desses hospedeiros, como também a avaliacdo de pardmetros
fisioquimicos do ambiente em que estes moluscos foram encontrados, comparado com o
ambiente rural. Historicamente caracteristico de focos de transmissdo de
esquistossomose mansonica.

Os resultados deste trabalho revelam que B. glabrata é uma espécie resistente a
condicbes ambientais adversas e permanece propicia para transmissdo da
esquistossomose. Um fator preocupante e que contribui para a sobrevivéncia desses
moluscos em novas regides o estabelecimento da doenca em novas areas geograficas
[20]. O nordeste do Brasil é relatado como a principal regido geogréafica responsavel
pela transmissdo da esquistossomose mansénica [21], seja pela prevaléncia de casos
humanos ou o encontro de focos de Biomphalaria [22]. Nos pontos de coleta (praia e
rural) avaliados nesta pesquisa, foram encontrados moluscos infectados pelo S.
mansoni, desta forma, ambas as areas podem ser consideradas como focos potenciais de
transmissdo da esquistossomose, uma vez que se trata de areas com constante atividade
humana, seja pelo turismo no ponto praia e crescimento imobiliario em ambos os
pontos. Outros autores, também encontraram a mesma espécie de molusco infectada
pelo S. mansoni, em areas rurais e urbanas, no municipio de Sdo Cristovdo, além de
mostrar resultados positivos de casos humanos com base em dados do PCE - Programa
de Controle da Esquistossomose [7-23-24].

Ao comparar 0s pontos de estudo em relacdo a infeccdo dos moluscos na estacédo
seca e chuvosa, a analise se mostrou estatisticamente significativa quanto a comparacao
dos pontos na estacdo de seca, porém os moluscos da praia estavam infectados apenas
na estacdo chuvosa, diferente dos moluscos do ponto rural que estavam infectados em
ambos os periodos. Varios estudos mostram o efeito da chuva em relacdo a abundancia
e infeccdo parasitéria de B. glabrata [7-22-23-25], nos quais € mostrada a influencia das
precipitacGes tanto na ocorréncia quanto na infeccdo dos moluscos. Ressalta-se que o
namero de moluscos coletados neste estudo foi maior no periodo de chuvas, assim

como relatado nas pesquisas destes autores [22]. Por outro lado, os periodos de fortes
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chuvas propiciam o alastramento dos moluscos, elevando as chances de contato com o
homem e, consequentemente, a transmissdo da esquistossomose [26-27].

O conhecimento da infeccdo dos moluscos da praia, local este, que possui um
alto apelo turistico e, sendo a esquistossomose uma importante infeccdo que pode estar
associada a viajantes [28], se torna relevante a fim de compreender e minimizar 0s
riscos de infeccdo [29] para a populagdo local e turistica. De acordo com Allan e col.
[30] que realizaram estudos com mapeamento da transmisséo de esquistossomose,
afirmam que sdo importantes os estudos malacolégicos na contribuicdo para o
planejamento de intervengdes para o controle da doenga.

Os estudos dos fatores ambientais de criadouros sdo importantes para se
compreender a distribuicdo, infeccdo e sobrevivéncia de B. glabrata [31]. As varidveis
fisico-quimicas desta pesquisa evidenciaram na estacdo seca, diferencas significativas
em todas as categorias analisadas e quando comparadas entre 0s pontos de coleta. Nas
estacOes de seca e de chuva, as caracteristicas fisico-quimicas da agua e sedimento
estavam dentro dos limites de tolerancia de B. glabrata, que pode tolerar, por exemplo,
faixas relativamente amplas de temperatura, pH, condutividade, calcio, sddio e potassio,
oxigénio dissolvido e turbidez [13].

No entanto, na analise do sedimento, houve valores muito elevados de Ferro e
auséncia de Cobre no ponto praia, sendo que estes elementos sdo essenciais na
manutencdo da homeostase celular, incluindo o sistema imunoldgico, em que o ferro em
excesso na hemolinfa do molusco, pode provocar tanto aumento como deficiéncia da
funcdo humoral, e a auséncia do cobre colabora também para esta deficiéncia [32]. O
calcio é outro elemento importante e diretamente relacionado com a sobrevivéncia e
crescimento de B. glabrata [18], fundamental para a biomineralizacdo da concha [8]. O
que certamente chama a atencdo sdo os valores muito baixos de calcio no sedimento
encontrados nesse estudo, e que a especie parece tolerar sem trazer consequéncias
aparentes a seu desenvolvimento (didmetro da concha variando em média de 7,9 a 12,9
mm) e sobrevivéncia no ambiente de estudo. Além da importancia do célcio em relacao
ao crescimento da concha, outros estudos apontam que o diametro da concha pode
variar quando correlacionado com a precipitacdo [7-23], o que corrobora com 0s
resultados desta pesquisa (tabela 3), que mostram maiores médias de didmetro em
épocas de maior precipitagéo.

Na analise de regressdo linear, quando comparados os parametros fisico-

quimicos associados ao diametro da concha, também foi observada diferenca
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significativa, entretanto os parametros de temperatura, turbidez, salinidade e oxigénio
dissolvido da &gua se encontraram influenciando negativamente, mesmo estando dentro
de valores tolerados por B. glabrata. Entretanto os valores dos parametros analisados do
solo se encontraram influenciando positivamente, destaque para os parametros de ferro
e calcio, que mesmo com valores altos ou baixos, possuem efeitos importantes para as
fungdes celulares, e podem ser considerados como imunomoduladores essenciais para
as fungBes imunolodgicas [31].

Em relagdo aos moluscos ndo infectados e infectados, houve diferencas
estatisticamente significativas nos parametros fisico-quimicos obtidos da agua, apenas a
salinidade ndo foi significativa. Os valores dos pardmetros do sedimento como
calcio+magnésio, calcio, aluminio, potéassio, ferro, manganés e zinco, foram maiores no
grupo infectado. Estes parametros, também foram avaliados por Barbosa e col., ao
realizarem analises do sedimento de criadouros litoraneos, onde eles discutem que 0s
moluscos por meio da digestdo de agua formam as metalprotéinas, fundamentais ao seu
desenvolvimento, devido a sintetizacdo dos metais presentes no sedimento e meio
hidrico [20].

A confirmacdo da presenca de coliformes totais e E. coli nos pontos pesquisados
€ uma questdo preocupante, uma vez que a contaminacdo desses ambientes atua como
mais um fator para manutencdo do ciclo da esquistossomose nas localidades
pesquisadas. Essa analise é relevante porque proporciona a confirmacgdo da presenca de
residuos fecais humanos na agua onde os moluscos foram encontrados [20-22].

E imprescindivel o entendimento dos fatores ambientais que permitem a sobrevivéncia
dos moluscos encontrados na praia de Aracaju, comparados a moluscos de ambiente
rural, e juntamente a este, identificar a existéncia de possiveis diferencas nas
caracteristicas ambientais dos criadouros. Embora ndo tenham sido observados valores
altos de salinidade nas amostras hidricas do ponto praia, os resultados do experimento
para testar a sobrevivéncia de B. glabrata as salinidades revelaram dentro da proporc¢éo
diluida e tempo diferencas significativas pequenas (D<0,2) quanto aos locais. Os
moluscos coletados na praia resistiram menos a salinidade, ocorrendo sobrevivéncia nas
diluicBes (25 e 30% e 40 a 95%), porém o grupo experimental coletado em area rural e
submetido ao teste sobreviveu em todas as diluigdes exceto de 5%. O que demonstra
que a espécie estd extremamente tolerante a variacdo de concentragdes salinas nas
aguas, conclusdo esta, também atribuida por outros autores que encontraram moluscos

sobrevivendo a valores de salinidades altas [20-32].
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De acordo com uma pesquisa realizada em 2006 [33], a constatacdo obtida no
gradiente de salinidade, pode ter ocorrido devido a pressdo osmdtica exercida em
funcdo da diferenca de concentragdo de eletrélitos entre o meio interno (animal) e
externo (solucdo), através da permeabilidade seletiva existentes nas membranas
celulares. Pois o autor realizou teste de salinidade com moluscos de campo e de
laboratorio e constatou que as espécies em um ambiente mais salino, quando exposta a
baixas concentracdes de sal ndo conseguem prevenir a entrada de agua no seu interior,
rompendo, portanto as suas células, ja as espécies de ambientes menos salinos
conseguem equilibrar a presséo interna com a pressdo externa sentindo os efeitos da
pressao dos eletrdlitos apenas em concentragdes maiores que rompam esse equilibrio.
Contudo os moluscos coletados da praia ndo conseguem minimizar a entrada excessiva
de agua, morrendo a baixas concentragdes. Ja os moluscos de ambiente rural,
conseguem tornar mais seletiva a permeabilidade celular, prevenindo a entrada de dgua

e, portanto resistindo mais ao efeito dos gradientes de concentracao.

Concluséo

E relevante o estudo das caracteristicas do habitat natural da espécie B. glabrata
tendo em vista a sua importancia como hospedeiro intermediario da esquistossomose
mansobnica. Este estudo revelou a presenca de moluscos eliminando cercarias de S.
mansoni, bem como sua resisténcia e sobrevivéncia a fatores fisico-quimicos
aparentemente pouco adequados, tanto em ambiente de praia como em ambiente rural.
Alguns episddios de transmissdo e disseminacdo da esquistossomose envolvendo
turistas tém sido identificadas no litoral de outras cidades brasileiras, sendo assim, se
faz necessario um continuo estudo das populacdes de moluscos em diferentes areas de
risco de contrair a doenca, com o intuito de melhor conhecimento dos fatores que
facilitam a sobrevivéncia destes moluscos. Este estudo evidenciou caracteristicas
ambientais particulares que contribuem para sobrevivéncia e constante colonizacdo da
espécie, 0 que pode gerar a formacdo/manutencdo de focos de transmissdo da

esquistossomose na area.
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7 CAPITULO IV—- ARTIGO2—- COMUNICAGAO BREVE

Identificacdo das proteinas de moluscos Biomphalaria glabrata
oriundos de area rural e praiana do nordeste brasileiro

Taissa Alice S Calasans®, Veroénica de Lourdes S Jeraldo!

Resumo

A identificacdo de proteinas envolvidas na participacdo de atividades celulares,
respostas de estresse, funcdo imune e regulacdo da expressao génica podem explicar a
forma de interacdo entre Biomphalaria glabrata e o ambiente. A espécie além de
resistente ambientalmente, é a principal hospedeira intermediaria do trematddeo
Schistosoma mansoni que transmite a esquistossomose em seres humanos. Assim 0
objetivo desse estudo foi identificar e caracterizar as proteinas de populacGes distintas
de B. glabrata coletados em area praiana e rural de Aracaju-Se no nordeste do Brasil.
Foram identificadas proteinas caracterizadas por funcbes bioldgicas voltadas para
possiveis contaminantes nos ambientes aquéticos. A identificacdo foi crucial e permite
oportunidades na continuidade do estudo, em busca de desenvolver novas medidas para

0 controle da transmissao da esquistossomose.

Palavras- chave: Biomphalaria glabrata — ambiente — esquistossomose — protedmica.

Os moluscos da espécie Biomphalaria glabrata sdo importantes hospedeiros
intermedidios responsaveis por infectar os seres humanos ao liberar cercarias de

(1,2,3)

Schistosoma mansoni no ambiente hidrico . No Brasil, 0 S. mansoni é o agente

etiologico da esquistossomose mansonica que acomete 2,5 a 8 milhdes de pessoas.

A presenca de B. glabrata em colecdes hidricas é preocupante, devido ao seu
alto potencial biolégico de infeccdo natural e vasta distribuicdo geografica em
ambientes rurais e urbanos, e ao longo da faixa costeira e areas interioranas “°. A
espécie habita principalmente lagos, pocos e riachos © e pode colonizar grandes areas,
além de possuir boa tolerancia a ambientes aquaticos com variagdes nas caracteristicas
fisicas, quimicas e bioldgicas, devido a sua boa capacidade de ocupar novos nichos

ecoldgicos /.
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Desta forma, considerando o ambiente aquético, tem-se a espécie B. glabrata se
mostrado como 6timo modelo animal resistente aos efeitos que as variagdes fisico e
quimicas no ambiente ®, podem vir a causar em seu organismo. Espécies de
Biomphalaria sdo capazes de manter sua integridade principalmente através da atividade

de seu sistema de defesa interno, composto de componentes celulares © e soltveis.

Os Hemacitos, por exemplo, séo a principal linha de defesa celular envolvida na
destruicdo de helmintos em moluscos que servem como hospedeiro intermediério®,
ocorrendo intensa interacdo entre 0s hemocitos e os fatores sollveis (proteinas
plasmatica) presentes na hemolinfa. Neste contexto, algumas proteinas sdo encontradas
tanto nos hemdcitos, quanto no plasma de B. glabrata, porém pouco se sabe sobre a
complexidade proteica. No plasma j& foi possivel identificar proteinas relacionadas a
homeostase de calcio ”. Em um estudo realizado para avaliar as alteracdes fisiologicas
em B. glabrata submetidas ao tratamento com extrato de planta, cujo seu principio ativo
contém uma molécula 1,25-diidroxicolecalciferol, que em excesso no organismo produz
0 aumento da concentracdo da proteina de ligagdo com calcio, os moluscos tiveram suas
proteinas totais alteradas devido a acéo do extrato, porém, ndo se observou alteracdo no

contetido de calcio V.

Vaérios estudos sdo descritos na literatura com B. glabrata dentro da vertente do
proteoma, principalmente voltado para compreensdo do modelo Biomphalaria
glabrata/Schistosoma mansoni e suscetibilidade & infeccio de outros parasitas ***¥, e
assim proporcionar suporte que possam servir para desenvolver estratégias de controle
da esquistossomose. Proteinas séo identificadas na tentativa de se compreender o papel
que o sistema imunolégico do molusco desempenha na relacdo com o parasita *. No
entanto, se faz necessario envolver a caracterizacdo de proteinas e suas fungdes voltadas
para 0 modelo Biomphalaria glabrata/ambiente, a fim de se entender melhor o
comportamento de sobrevivéncia dessa espécie em diversificados ambientes, visto que

se mostram importantes para a manutencédo do ciclo do S. mansoni.

O estudo do Proteoma designa o conjunto de proteinas que estdo sendo
expressas por uma célula, tecido ou organismo em um determinado momento. De forma
distinta, a analise protedbmica consiste no estudo do proteoma utilizando técnicas de
separagdo e identificacdo, caracterizacdo das proteinas como também a disposicdo de

suas modificacOes e isoformas, além de suas funcGes e possiveis interacbes com outras

77



proteinas “®. Este tipo de estudo envolve etapas como: extracdo e tratamento da
amostra, separacdo das proteinas e/ou peptideos, espectrometria de massas e analise dos
dados usando ferramentas de bioinformaética.

Nesse estudo, o objetivo foi identificar e caracterizar as proteinas de populacées
distintas de B. glabrata coletadas em area praiana e rural de Aracaju-Se, no nordeste do
Brasil.

Assim, as espécies B. glabrata utilizadas nesse estudo, foram provenientes de
criadouros encontrados em ambientes distintos localizados em &rea de praia e rural na
cidade de Aracaju-Sergipe, Brasil. Os moluscos foram separados e nomeados em dois
grupos: Grupo MP = Molusco Praia e Grupo MR = Molusco Rural, e para cada grupo 4
exemplares de B. glabrata. Posteriormente foram encaminhadas ao departamento de
Biologia Animal da Universidade Estadual de Campinas, para realizacdo da extracao
proteica. A extracao foi realizada a partir dos tecidos do manto completo das espécies.
Os mantos foram cortados e picotados sobre o gelo seco e submetidos ao tampéo de
extracao em solucao. Foi adicionada 300uL de tampao de Lise para inibi¢ao de protease

(pH 8.1 contendo Uréia 8M, Tris 50mM).

As amostras foram homogeneizadas para rompimentos das células e liberagédo
das proteinas utilizando um aparelho Politron de alta frequéncia e encaminhadas a
centrifugacdo a 15.000g por 15min ajustado a temperatura de 4°C. O sobrenadante
contendo as proteinas foi recuperado e armazenado a -80°C. A digestdo com tripsina de
proteinas para espectrometria de massas (LC-MS/MS) foi realizada utilizando
procedimento previamente descrito por Vergote et al. (2005). Os dados obtidos na
espectrometria de massas foram processados nos programas MaxQuant v1.3.0.3 para
identificacdo das proteinas e submetidos a buscas de nimero de acessos no VectorBase,
NCBI e Uniprot para o Gene Ontology (GO). No programa Perseus v1.2.7.4 realizado
Student's t-test para diferencas significativas na intensidade das proteinas entre o0s
grupos estudados, com nivel de significancia de 5% (p < 0,05) e a ferramenta online

Clustvis para visualizar o clustering dos dados®®.
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De um total de 698 proteinas quantificadas, 189 foram identificadas e8 delas
mostraram diferenga estatisticamente significante (Student’s t-teste, p<0,05) com
expressdo modulada entre os moluscos da praia (MP) e rural (MR) (Figura A). As 8
proteinas aumentadas e reduzidas, estavam com maior expressao no grupo MP e com
menor expressdo no grupo MR (Figura B) e na figura C 0s grupos se mostraram

associados entre si.

PC2 (16.9%)

1 0
PC1 (61.8%)

Figura 1. (A) Diagrama de Venn evidenciando o nimero de proteinas identificadas e
quantificadas. (B) Heatmap das proteinas detectadas aumentadas e reduzidas de dois grupos
de moluscos coletados em ambientes diferentes onde MP — Moluscos da praia (ambiente
salino de Aracaju-Se, Brasil); MR- Moluscos Rural (ambiente ndo salino de Aracaju-
Se,Brasil).(C) PCA-Analise de Componentes Principais - A escala de variagdo de unidade é
aplicada as linhas; calculando os componentes principais. Moluscos do grupo MP e MR se

apresentaram diferentes.

A tabela 1 apresenta os cddigos de acesso encontrados em trés bases de dados

(vector base, Uniprot e NCBI), para descrever as proteinas identificadas. O organismo
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B. glabrata, no qual as proteinas foram identificadas como: peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase H-like, hydroxyphenylpyruvate dioxygenase-like, 3-ketoacyl-CoA thiolase,
mitochondrial-like, D-dopachrome decarboxylase-like/transcript variant X1, aconitate
hydratase, mitochondrial-like, Haemoglobin type 2 transcript variant X1, 3-
hydroxybutyrate dehydrogenase type 2-like, transcript variant X2. Os acessos aos
dominios estdo na figura S2, sdo as regibes da cadeia polipeptidica que formam as
unidades globulares “®, no que se refere, a formagdo de uma estrutura compacta e
estavel da proteina com determinadas funcoes.

Ao realizar uma compara¢do da descricdo das proteinas em conjunto nas bases
de dados Uniprot e NCBI por meio dos nimeros de acessos, 0s resultados adquiridos
mostram a necessidade de se realizar a busca em varias bases, apds quantificacdo
proteica. Pois em alguns acessos no Uniprot ndo foi possivel encontrar a descricdo das
proteinas, no entanto, no NCBI foi possivel encontrar todas as descrigdes (Tabela I1).
Ressalta-se que ndo houve divergéncia de resultados das descri¢fes presentes nas duas
bases de dados.

Os resultados obtidos na busca do GO para obter informaces celulares, funcao
molecular e processos biologicos das proteinas descritas, estavam incompletos no
Uniprot, como por exemplo, a obtencdo de uma Unica identificacdo do componente
celular para a proteina do acesso AOA2CI9K6EV9 (Tabela Il). O GO indicou gque essa
proteina desempenha papel na mitocondria com fungdo molecular de aglomeracdo de
ferro-enxofre e ligacdo de ions de metal. O GO mostrou que a proteina AOA2C9JS97
também desempenha funcdo molecular de ligacdo de ions de metal, porém com
processo biolégico de reducdo de oxidacdo. As proteinas dos acessos
AO0A2CIKGE7/Q14SM7 e AOA2C9KZ03 foram identificadas e sdo registradas com
suas funcGes moleculares para ligacdo de oxigénio e processo de reducdo de oxidacéo,

mas com processos biolégicos desconhecidos (Tabela ).
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TABELAI

Proteinas identificadas e codigos de acesso

Access . " Unique MW(kDa)
/VectorBase Access/Uniprot Access/NCBI Description Peptides calculated/observed

PREDICTED: Biomphalaria glabrata peptidyl-prolyl cis-trans

BGLB005053 AO0A2C9IN16 XM_013218525.1 isomerase H-like (LOC106060591), MRNA 6 24.64

BGLB007216 AOA2C9JS97 XP_01308033L.1 PREDICTED: 4- Biomphalaria glabrata- 7 43516

- hydroxyphenylpyruvate dioxygenase-like [

PREDICTED: Biomphalaria glabrata 3-ketoacyl-CoA

BGLBO11665 AOAZCIKIKO XM_013238646.1 thiolase, mitochondrial-like (LOC106077935), MRNA 4 38.008
PREDICTED: Biomphalaria glabrata D-dopachrome

BGLB005683 A0A2C9K2Z1 XM_013220253.1 decarboxylase-like (LOC106061999), transcript variant X1, 3 10.585
mRNA
PREDICTED: Biomphalaria glabrata aconitate hydratase,

BGLB014203 AO0A2C9IK6VI XM_013209062.1 mitochondrial-like (LOC106053501), MRNA 4 84.883
PREDICTED: Biomphalaria glabrata/ Haemoglobin type 2

BGLB019194 AO0A2C9KGE7/Q14SM7 XM_013206929.1/CAJ44467.1 (LOC106051722), mRNA 15 88.413
PREDICTED: Biomphalaria glabrata, transcript variant X1,

BGLB022463 AO0A2CIKQP6 XM_013234828.1 (LOC106074105) mMRNA 3 14.65
PREDICTED: Biomphalaria glabrata 3-hydroxybutyrate

BGLB025182 A0A2C9KZ03 XM_013237539.1 dehydrogenase type 2-like (LOC106076718), transcript 4 26.484

variant X2, mRNA

Descricédo das proteinas identificadas no software MaxQuant e seus respectivos codigos de acesso em diferentes base de dados.
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TABELA I

Gene ontology (GO)
Uniprot Description NCBI N° Access Description Cellular Molecular function Biological process
NCAccess component
peptidyl-prolyl cis-trans
AOA2CIIN1G Peptidyl-prolyl cis-trans XM _013218525.1 isomerase H-like * isomerase activity *
isomerase (LOC106060591), mMRNA (GO:0003755)
aromatic amino acid
4-hydroxyphenylpyruvate activity/metal ion family metabolic
AOA2CIISO7 4-hydroxyphenylpyruvate XM _013224877.1 dioxygenase-like % binding process/oxidation-
dioxygenase (LOC106065939), mMRNA (G0:0003868/G0:004 reduction process
6872) (G0O:0009072/G0:005
5114)
. catalytic
ketoacyl-CoA thiolase, o
AOA2CIK1KO unknown XM_013238646.1 mitochondrial-like * actlvrglgir\z;lir;;ferase *
(LOC106077935), MRNA (GO:0003824/GO:001
6740)
D-dopachrome decarboxylase-
AOA2CIK271 unknown XM_013220253.1 Iike_(LOC_106061999), " * *
transcript variant X1, mRNA
aconitate hydratase
4 iron, 4 sulfur cluster activity/lyase
aconitate hydratase, binding/aconitate activity/metal ion
AOA2CIKEVO Aconitate hydratase, XM_013209062.1 mitochondrial-like Mitochondrion hydratase activity/ binding/iron-sulfur
mitochondrial (LOC106053501), mMRNA (G0:0005739) metal ion binding cluster binding
(G0O:0051539/G0O:000 (G0:0003994/G0:001
3994/G0:0046872) 6829/G0:0046872/GO
:0051536)
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TABELA I

Gene ontology (GO)
oxygen binding/heme
XM_013206929.1/ . -
AO0A2CIKGET/ : ~ Haemoglobin type 2 * binding *
Q14SM7 Haemoglobin type 2 CAJa4467.1 (GO:0019825/G0:002
0037)
AOA2CIKQP6 unknown XM_013234828.1  transcript variant X1, mMRNA * * *
3-hydroxybutyrate oxidoreductase
dehydrogenase type 2-like activity/oxidation-
AO0A2CIKZ03 unknown XM_013237539.1 (LOC106076718), transcript * reduction process *
variant X2, mRNA (G0:0016491/G0:005
5114)

Gene ontology (GO) do banco de dados do UniProt (https://www.uniprot.org/) para componentes celulares, funcdo molecular e processos bioldgicos de proteinas de
Biomphalaria glabrata. (* indica que ndo ha anotacdo GO).
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Figura S2. Numeros de acesso para os dominios das proteinas do banco de dados
VectorBase (https://www.vectorbase.org) (A)BGLB005053-PB; (B) BGLB007216-PB;
(C)BGLB011665-PB; (D) BGLB005683-PB; (E)BGLB014203-PB; (F) BGLB019194-
PA, (G) BGLB022463-PB; (H)BGLB025182-PA.

A utilizacdo de ferramentas de Biologia Molecular e Bioinformatica no estudo
protedmico com a espécie B. glabrata, é relevante na obtencdo da compreensao frente
ao seu comportamento de sobrevivéncia em diferentes ambientes hidricos. Neste estudo
foram coletados moluscos em cole¢des hidricas de cunho praiano e rural. Os resultados
de expressdo modulada das proteinas nos grupos de moluscos evidenciaram maior
expressdo no grupo MP, (proteinas mais espessas), € menor expressao no grupo MR,
sendo assim menos espessas. Essa diferenca pode estar relacionada a fatores ambientais
fisico, quimicos ou bioldgicos presentes nesses criadouros. Visto que, 0S ecossistemas
aquaticos passam por crescente processo de contaminacdo procedente de atividades
industriais, agricolas e urbanas, acarretando efeitos adversos nos organismos Vivos

presentes nesses ambientes 7.

A espécie estudada nesse trabalho é destacada por outros autores por sua forte
resisténcia aos ambientes com elevados parametros fisicos, quimicos, dentre eles a
salinidade 8% O que ressalta a relevancia do grupo MP coletados em criadouro de

praia, ambiente este que pode estar assumindo um parametro salino e proporcionado as
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expressdes aumentadas nas proteinas identificadas. Porém seria necessario um estudo
mais preciso com a mensuracao dos parametros fisico-quimicos nos criadouros. Assim
contribuir para um melhor entendimento em nivel molecular referente & resposta ao

estresse salino em B. glabrata, de como o sistema imune se comporta.

Dentro desse contexto, esté a identificacdo de proteinas com atividade funcional
para ligacdo de ions de metal, ligacdo de oxigénio e processo bioldgico de reducdo de
oxidacdo. A hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPPD) é uma proteina de oxidagdo
que pode ser indicadora da presenca de agroquimicos no ambiente, sendo de grande
interesse no estudo de novos herbicidas, pois segundo “* essa proteina possui inibidores
que evitam o acimulo de subprodutos metabdlicos toxicos em organismos. O molusco
B. glabrata tem sido utilizado como bioindicador em alguns estudos das fungdes
biologicas de sobrevivéncia e reproducdo frente a agentes estressores em aplicacdes
ambientais ®V. Ansaldo e colaboradores (2009) ressaltam a importancia dessa espécie

como bioindicador de contaminagéo por metais em ambientes hidricos 2"

As proteinas do conjunto metalotioneinas (MTSs) identificadas nas Biomphalarias
dos grupos MP e MR, séo proteinas de estabilidade ao calor que possuem alta afinidade
por fons metalicos e desoxidacdo de metais tanto essenciais quanto ndo essenciais %
Uma funcéo bioldgica de destaque dessas proteinas segundo Viarengo et al (2007) ®® ¢
a homeostase, que se configura na condicao de relativa estabilidade da qual o organismo
necessita para realizar suas funcGes adequadamente para o equilibrio do corpo interno.
Funcdo esta ndo esclarecida nas pesquisas realizadas no Uniprot, fator este que
prejudica melhores esclarecimentos a respeito de proteinas relacionadas ao género

Biomphalaria.

As metalproteinas sdo biomarcadores especificos de exposicdo a contaminacgéo
por metais e consequentemente sua producdo € induzida pelo aumento da entrada desses
metais na célula ®. Assim, igualmente, aos resultados expostos nesse trabalho, essas
protefnas ja foram identificadas em tecidos de invertebrados aquaticos ©%. Cabe
ressaltar em atencdo as Biomphalarias do grupo MP, em que a Salinidade é um fator
natural que pode afetar a especiacdo e biodisponibilidade dos metais, a ponto de
influenciar a expressdo de MTs ™", corroborando com os resultados de proteinas mais

expressas nesse grupo do criadouro da praia.

85



A identificacdo de proteinas envolvidas na participacao de atividades celulares,
respostas de estresse, funcdo imune e regulagcdo da expressao génica podem explicar a
forma de interagdo entre o modelo B. glabrata/ambiente . Cuja espécie é a principal
hospedeira do agente etioldgico, causador da esquistossomose mansénica nos seres

humanos @9,

A identificacdo de proteinas em B. glabrata é fundamental a fim de se
compreender a atividade de seu sistema de defesa interno frente a sobrevivéncia da
espécie em ambientes diversificados. Os resultados desse trabalho evidenciaram a
identificacdo de proteinas caracterizadas por fungdes bioldgicas voltadas para possiveis
contaminantes nos ambientes aquaticos. Essa identificacdo é crucial e permite
oportunidades na continuidade do estudo, em busca de se tentar desenvolver novas

medidas para o controle da transmissdo da esquistossomose, mediada por essa espécie.
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8 CONCLUSAO GERAL

O presente estudo constatou em seus resultados a presenca da espécie B. glabrata
infectada por S. mansoni, habitando cole¢des hidricas praianas e rurais. Bem como
caracteristicas fisico-quimicas dos ambientes favoraveis a sua distribuicdo e sobrevivéncia.
A identificagdo de criadouros do molusco juntamente com a avaliacdo dos seus aspectos
ecoldgicos e biolégicos foi relevante para se compreender o grau de relacdo entre esses
aspectos e a sobrevivéncia dos moluscos nas localidades. Os resultados das analises
realizadas mostraram que a espécie € bastante tolerante a variabilidade dos fatores fisico-
quimicos, possuindo total capacidade de colonizar uma grande variedade de corpos d’agua,
aumentando as possibilidades de expansdo da esquistossomose. O que seguramente se
torna dificil realizar, qualquer medida de controle ambiental do molusco baseada
exclusivamente na manipulagdo de dados ambientais. Neste sentido este trabalho iniciou
um estudo do proteoma da espécie B. glabrata, no qual foram extraidas e identificadas
proteinas caracterizadas segundo a base de dados, com fun¢Bes biolégicas de ligacao a
contaminantes ambientais. Concluimos que ainda é necessario intensificar os estudos
protedmicos na vertente dos hospedeiros intermediarios frente a aspectos ambientais. E
gerar novas medidas para o controle da transmissédo da esquistossomose, e, possivelmente,

recomendar aos 6rgaos de vigilancia em salde ambiental maior atencdo nas localidades.
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