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GLOSSARIO

Espectroscopia por dispersao de energia (EDS): a microanalise consiste na
medida de raios-X caracteristicos emitidos de uma regido microscopica da amostra
bombardeada por um feixe de elétrons. As linhas de raios-X caracteristicos sao
especificas do nimero atbmico da amostra e o seu comprimento de onda ou sua
energia podem ser utilizados para identificar o elemento que est4d emitindo a
radiacao.

Aceleracdao de voltagem: A aceleragdo dos elétrons do feixe primario é
determinada pela diferenca de potencial entre o catodo e o dnodo no gerador de
elétrons, sendo a energia do feixe gerado medido em elétron-volts (eV). Quanto
maior for a tensdo aplicada maior sera a aceleracao e a energia do feixe de elétrons.
A consequéncia disto € uma maior profundidade de penetracao do feixe e um maior
volume de interacéo, que também depende de outros fatores, como por exemplo, do
namero atdmico dos elementos (Z).

Elétrons retroespalhados (BSE): os elétrons retroespalhados, por definicdo,
possuem energia que varia entre 50eV até o valor da energia do elétron primario. O
sinal de BSE é resultante das interagdes ocorridas mais para o interior da amostra e
proveniente de uma regiao do volume de interacdo abrangendo um didmetro maior
do que o diametro do feixe primario. A imagem gerada por esses elétrons fornece
diferentes informacbes em relacdo ao contraste que apresentam: além de uma
imagem topografica (contraste em fungéo do relevo) também se obtém uma imagem
de composicao (contraste em funcdo do numero atdmico dos elementos presentes
na amostra).

Elétrons secundarios (SE): os elétrons secundarios no microscépio eletrénico de
varredura resultam da interacao do feixe eletrbnico com o material da amostra. Estes

elétrons resultantes sdo de baixa energia (<50eV) e formardo imagens com alta
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resolugdo (3-5 nm). O contraste na imagem é dado, sobretudo, pelo relevo da
amostra, que é o principal modo de formagao de imagem no MEV. Os elétrons
secundarios, elétrons de baixa energia, gerados pelas interagdes elétron-atomo da
amostra tém um livre caminho médio de 2 a 20 nm, por isso, somente aqueles
gerados junto a superficie podem ser reemitidos e, mesmo estes, sdo muito
vulneraveis a absorcao pela topografia da superficie.

Imagens em campo escuro anular (HAADF): Imagem de campo escuro anular é
um método de mapear amostras. Estas imagens sao formadas por coletar-se
elétrons dispersos com um detector de campo escuro anular sendo altamente
sensivel a variagbes no numero atdmico dos atomos da amostra (imagens de
contraste Z).

Magnetismo: é uma propriedade cuja natureza é de origem elétrica e esta
relacionada com uma carga em movimento. As propriedades magnéticas dos
materiais tém sua origem na estrutura eletrénica dos atomos. Do ponto de vista
classico, sao dois tipos os movimentos, associados ao elétron que podem explicar a
origem dos momentos magnéticos: o momento angular orbital do elétron e o
momento angular do spin do elétron.

Susceptibilidade: é a resposta do material a um campo aplicado, caracterizada pelo
comportamento da magnetizacdo. Usada para descrever o comportamento
magnético dos materiais.

Propriedades magnéticas: as propriedades magnéticas dos materiais tém sua
origem nos atomos, pois quase todos os atomos sao dipolos magnéticos naturais e
podem ser considerados como pequenos imas, com polos norte e sul. Isto é algo que
decorre de um somatério de dipolos magnéticos intrinsecos devidos ao spin do
elétron, pois este movimento cria um dipolo magnético proprio.

Diamagnetismo: é caracterizado pelo fato dos atomos ou moléculas nao produzirem

um momento magnético resultante. Os momentos magnéticos dos elétrons no
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interior de cada um dos atomos se anulam, de modo que o momento magnético
resultante é zero.

Paramagnetismo: os materiais paramagnéticos sado materiais cujos atomos
possuem momentos de dipolo magnético permanentes. Na auséncia de campo
aplicado, os momentos de dipolo estao inicialmente orientados no espago, portanto,
a magnetizagao resultante é zero. Quando um campo magnético externo é aplicado
ao material, os dipolos tendem a alinhar-se com o campo.

Ferromagnetismo: os materiais ferromagnéticos apresentam uma forte interacéao
entre os dipolos magnéticos vizinhos, um alto grau de alinhamento ocorre mesmo em
campos magnéticos fracos, 0 que causa um aumento muito elevado no campo total.
Mesmo quando ndo ha um campo magnético externo um material ferromagnético
pode ter seus dipolos magnéticos alinhados, assim como em um ima permanente.
SQUID: dispositivos supercondutores de interferéncia quantica, em inglés
Superconducting Quantum Interference Device, € um dispositivo usado para

mensurar campos magnéticos extremamente baixos.
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RESUMO

A transmissao autéctone da esquistossomose no municipio de Esteio, Rio Grande do Sul foi
confirmada pela primeira vez em 1998, constituindo o foco mais meridional das Américas.
Embora nao tenham sido detectadas diferencas morfolégicas do parasito em estudo prévio,
a abordagem das caracteristicas biolégicas neste trabalho evidenciou algumas
peculiaridades, tais como a baixa infectividade do miracidios e a alta taxa de infecgao
unissexual por machos, que podem ter importdncia para uma melhor compreensédo da
dindmica de transmissao no foco de Esteio e adequacédo das medidas de controle. O estudo
epidemiolégico do foco conduziu ao desenvolvimento de um método de diagnéstico,
Helmintex, mais sensivel que os métodos coprolégicos classicos para detectar o baixo
namero de ovos eliminados nas fezes dos pacientes. O método utiliza a interacdo magnética
com microesferas paramagnéticas para o isolamento dos ovos. O mecanismo de interacao
dos ovos com o campo magnético poderia estar relacionado com a presenca de ferro na
casca do ovo. O Schistosoma mansoni ingere grande quantidade de sangue e necessita de
rota metabdlica especializada para eliminacao do ferro. O objetivo do trabalho foi investigar
a presenca de ferro na casca do ovo por analise por espectroscopia por dispersdo de
energia. Os resultados possibilitaram a identificagdo do elemento quimico ferro presente no
ovo, além de pequenas estruturas cristalinas, provavelmente magnetita. A presenca de
estruturas com propriedades magnéticas suscetiveis de magnetizacdo foram motivo para
caracterizagdo magnética dos ovos de Schistosoma com o0 encontro de comportamento
ferromagnético e paramagnético. Também foram analisados ovos de outros helmintos para
verificar se diferencas composicionais dos ovos estavam associadas a diferentes grupos
taxondmicos e tipos de habitat. Os achados estimulam novas investigagdes sobre a rota
metabdlica envolvendo o ferro, desenvolvimento de novas modalidades de tratamento e
recursos diagnosticos.



ABSTRACT

The autochthonous transmission of schistosomiasis in Rio Grande do Sul was confirmed for
the first time in 1998, establishing the southernmost focus in Americas. Although no
morphological differences were detected in a previous study, the investigation of biological
characteristics of the parasite in the current study showed some peculiarities that may be
relevant for a better understanding of transmission dynamics in the Esteio focus and
adequacy of control measures. The epidemiological study of this focus led to the
development of a diagnostic method, Helmintex, more sensitive than the traditional methods
for detecting small number of eggs shed in the patients’ feces. In this method eggs are
isolated through magnetic interaction with paramagnetic beads and this mechanism could be
related to the presence of iron in the eggshell. Schistosoma mansoni worms ingest large
amounts of blood and requires specialized metabolic pathway for iron elimination. When
analyzed by energy dispersive spectroscopy iron and small crystal structures probably
magnetite were identified in the eggshell. The presence of structures with potentially
magnetizing properties led to the magnetic characterization of Schistosoma eggs and
demonstration of ferromagnetic and paramagnetic behavior. Eggs were also analyzed to see
if other helminth eggs compositional differences were related to different taxonomic groups
and habitat types. These findings stimulate further research on the metabolic pathway
involving iron, development of new treatment modalities and diagnostic tools.



APRESENTACAO

A esquistossomose é uma doenca parasitaria provocada por helmintos do género
Schistosoma, que tém como hospedeiros intermediarios caramujos de agua doce, € que
podem evoluir desde formas assintomaticas até formas clinicas extremamente graves.

A presenga do parasito foi relatada em 1998 no municipio de Esteio-RS dando
inicio a diversos inquéritos epidemiologicos e a tentativa de erradicacdo do foco de
transmissdo. Com o andamento da investigacdo foi documentada a presenca de um baixo
namero de ovos do parasito nas fezes com muitas amostras fecais apresentando menos de
1 ovo por grama. Esse encontro estimulou o estudo das caracteristicas bioldgicas do
parasito para melhor se compreender sua biologia em um foco de recente introdugido. Os
dados estao relatados no capitulo 1 desta tese.

A necessidade de um método mais sensivel que se adaptasse a realidade da
transmissdo no foco de Esteio evoluiu para o desenvolvimento de um método utilizando
microesferas paramagéticas em um campo magnético. O mecanismo de acdo do método
era desconhecido e partiu-se para desvendar essa questao.

A presenga de ferro na casca do ovo do parasito poderia ser o motivo desse
comportamento magnético. Através da microanalise foi possivel identificar a presenca desse
metal na casca e, mais ainda, a presenga de pequenas estruturas cristalinas com grande
quantidade de atomos de ferro e oxigénio, sugerindo a presenca de magnetita. Analisaram-
se também, ovos de helmintos de grupos taxondmicos diferentes com diferentes locais de
parasitismo. O capitulo 2 aborda os dados referentes a identificacido dos elementos
quimicos presentes na casca dos ovos.

A primeira caracterizacdo magnética feita nos ovos de S mansoni e S. japonicum
resultou no achado de componentes ferromagnéticos e paramagnéticos com grande
suscetibilidade a magnetizacdo. O capitulo 3 relata os resultados da caracterizacao

magnética dos ovos de S. japonicum e S. mansoni.
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As normas da revista Memorias do Instituto Oswaldo Cruz foram seguidas para
formatacao dos artigos. Contudo, os capitulos foram escritos em portugués e apoés a
correcdo dos avaliadores serdo traduzidos para o inglés e as figuras e tabelas foram

colocadas ao longo do texto a fim de facilitar a leitura do documento.
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Caracteristicas biolégicas da cepa Esteio de Schistosoma mansoni em infeccao

experimental de camundongos e moluscos do género Biomphalaria

Rafael Lucyk Maurer', Carlos Graeff-Teixeira

! Laboratério de Biologia Parasitaria, Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande
do Sul (PUCRS), Avenida Ipiranga 6681, Prédio 12, Bloco C, Sala 239. Porto Alegre,
Rio Grande do Sul, Brasil, CEP 90619-900.

Correio eletronico: maurer.rafael@gmail.com

RESUMO

A transmissao autéctone da esquistossomose no Rio Grande do Sul foi confirmada
pela primeira vez no municipio de Esteio no ano de 1998, constituindo o foco mais
meridional das Américas. A partir daquela data, varios trabalhos foram
desenvolvidos para caracterizar epidemiologicamente este foco de transmissédo de
baixa endemicidade e de recente introducéo. O objetivo desse trabalho foi descrever
os caracteres biologicos do isolado Esteio através da analise das taxas de
infectividade, mortalidade de caramujos, periodo pré-patente dos hospedeiros,
oviposicao e a relagdo macho/fémea na infeccdo experimental em camundongos.
Como hospedeiros experimentais foram utilizados Biomphalaria spp. simpatrica e
camundongos Mus musculus. Biomphalaria spp. infectadas com 2 miracidios
apresentaram diferenca significativa na infectividade em relacdo aos grupos
infectados com 4, 8 e 10 miracidios, entre esses 3 grupos nao houve diferenca
estatistica. Camundongos infectados com 50 e 100 cercarias, respectivamente, nao
apresentaram diferencas no periodo pré-patente, infectividade, producédo de ovos e

relacdo macho:fémea. Detectou-se uma alta taxa de infeccao unissexual por machos
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a uma relagdo de 5,8:1 e 6,3:1. O conhecimento dos caracteres biologicos do
parasito é importante para a adequacdo do ciclo parasitario em laboratério e
contribui para melhorar o conhecimento da biologia do foco em questdo visando
meios para sua eliminagao.

Palavras-chaves: Schistosoma mansoni, cepas, baixa endemicidade, recente

introducao, Rio Grande do Sul, Brasil.

INTRODUGCAO

A esquistossomose mansénica € uma endemia encontrada em 54 paises
distribuidos na Africa, Peninsula Arabica, América do Sul e llhas do Caribe (Chitsulo
et al. 2000). Evidéncias apontam para uma origem asiatica do parasito dispersando
para Africa e, posteriormente, outros paises (Lawton et al. 2011).

Durante esse processo de expansao o parasito foi se adaptando ao meio
ambiente, de acordo com a presengca do seu hospedeiro intermediario e se
instalando em novas regides. A introducao da esquistossomose na América se deu
em meados do século XVI, com o trafico de escravos africanos na regiao Nordeste e
Sudeste (Després et al. 1993; Coura & Amaral 2004). Associado com as migracoes
internas, a parasitose e seu hospedeiro intermediario se espalharam pelo pais
(Coura & Amaral 2004).

No Brasil a esquistossomose encontra-se distribuida principalmente nas
regides Sudeste e Nordeste. Com focos de transmissao isolados em outros estados
(Coura & Amaral 2004). Em 1997 foi descoberto um caso de esquistossomose,
posteriormente confirmado como autéctone no Estado do Rio Grande do Sul (RS),
no municipio de Esteio, regiao metropolitana de Porto Alegre. Com isso o RS passou

a ter o foco mais meridional de transmissao das Américas (Graeff-Teixeira et al.
15



1999). Na mesma época, foi descoberta a presenca da Biomphalaria glabrata no
foco de transmissdo, até entdo ausente dos relatos de levantamento planorbidico no
Rio Grande do Sul (Neto 1972; Teles et al. 1991). Juntamente foi relatada a
presenca de B. tenagophila guaibensis e B. occidentalis, embora os moluscos
coletados nao apresentassem positividade para S. mansoni (Carvalho et al. 1998).

Em areas de recente introducdo a baixa prevaléncia e o baixo niumero de
ovos sao esperados (Mouchet et al. 1988). Diferentemente do encontrado na
bibliografia, o foco de transmissao de Esteio apresenta o numero de ovos por grama
de fezes extremamente baixo, muitas vezes com menos de 1 ovo por grama,
dificultando o diagnoéstico (Graeff-Teixeira et al. 2004).

A expansao geografica da esquistossomose e a estrutura populacional do
parasito podem influenciar na dindmica da transmissao, preferéncia pelo hospedeiro
e sua patogenicidade (Bastos et al. 1978; Lemos Neto et al. 1978; Machado-Silva et
al. 2003; Blank et al. 2009). O estudo das cepas do S. mansoni resultou na
descricao de diferentes caracteristicas biolégicas (Martinez et al. 2003), morfolégicas
(Neves et al. 1998; Machado-Silva et al. 2000; Machado-Silva et al. 2003) e
genéticas (Agola et al. 2009; Curtis et al. 2002), resisténcia aos medicamentos (Dias
et al. 1988a) e infectividade em hospedeiros intermediarios e definitivos
experimentais (Dias et al. 1987, 1988b; Souza et al. 1996; Bin Dajem et al. 2008).

Relatos sobre a descricdo dos parametros biolégicos do S. mansoni em
focos de introducédo recente sdo escassos. Dentre esses, sdo mais frequentes as
analises de prevaléncia de pacientes e moluscos infectados e 0 nimero de ovos por
grama de fezes (Vimont Vicary 1981; Guerra et al. 1991), além da taxa de infeccéao

em hospedeiros e sua patogenia em humanos (Paraense et al. 1984; Moyou-Somo
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et al. 2003), entretanto os autores ndo abordaram aspectos da biologia do parasito
desses focos em uma analise experimental.

O objetivo do presente trabalho é a descricdo de caracteres biolégicos do S.
mansoni isolado Esteio em camundongos Mus musculus da linhagem Swiss e

Biomphalaria spp. simpatricas do respectivo foco.

MATERIAIS E METODOS

Cepa Esteio: O municipio de Esteio (aproximadamente 29°50’ S para 29 °54’
S e 51°12' para 51°10’ W) esta localizado a 15 quildbmetros de Porto Alegre, capital
do estado. O parasito foi isolado do foco de transmissao a partir de fezes humanas e
caramujos naturalmente infectados. Na manutencdo em laboratério utiliza-se
Biomphalaria spp. € camundongos Swiss.

Moluscos: Progénies de Biomphalaria spp. coletadas em Esteio sao
mantidos em laboratério em aquarios com agua declorada, temperatura de 24°C +
1°C alimentados com alface fresca. Miracidios utilizados na infeccdo foram obtidos
pelo Método de Chaia em camara climatica a uma temperatura de 28°C e luz
artificial (Chaia et al. 1968). Os miracidios foram separados e colocados em placas
de Petri com 5 mL de agua declorada junto com o molusco por 8-12 horas. Os
moluscos utilizados possuiam um diametro de concha variando de 5 mm a 7 mm.
Utilizaram-se 43 moluscos para a infecgdo com 2 miracidios cada, 44 moluscos com
4 miracidios, 24 moluscos com 8 miracidios e 10 moluscos com 10 miracidios. Entre
25 e 70 dias ap6s a infecgcdo os caramujos foram expostos a luz artificial a uma
temperatura de 28°C por no minimo 3 horas para verificagdo da taxa de infeccao,

periodo pré-cercariano (PPC) em dias; todas as cercarias eliminadas foram
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homogeneizadas em um frasco, para a infeccdo dos camundongos. A taxa
mortalidade dos moluscos infectados foi observada ao longo do experimento.
Roedores: Camundongos machos de 45-60 dias de idade provenientes do
biotério da Fundacao Estadual de Producao e Pesquisa em Saude-RS (FEPPS-RS),
foram mantidos em 5 animais por caixa, com ciclo claro/escuro de 12h, temperatura
de 22°C = 1°C, agua e comida ad libitum. Foram infectados dois grupos de 15 e 12
camundongos, via subcutanea, com 50 e 100 cercarias, respectivamente. Entre 25 e
54 dias apoés a infeccao, fezes de 24 horas foram coletadas, pesadas e processadas
pelo método de Kato-Katz (KK) (Katz et al. 1972), tendo sido elaboradas duas
laminas para cada animal. Avaliou-se o PPP e o nimero de ovos por grama de fezes
(OPG). Apés 54 dias decorridos da infeccdo os animais foram sacrificados por
depressado respiratéria induzida por diéxido de carbono, perfundidos com solucéo
salina citratada a 0,9% e necropsiados (Smithers & Terry 1965) avaliando-se a taxa
de infectividade, nimero de vermes encontrados e a relagdo de macho e fémea. Os
experimentos realizados estdo de acordo com as normas estabelecidas pelo Comité

de Etica no Uso de Animais (CEUA) da PUCRS.

ANALISE ESTATISTICA

Para andlise dos dados utilizou-se os testes de Mann-Whitney, Regressao

Logistica e Teste t de Student com o auxilio do programa SPSS® 16.0. Valores com

p=<0,05 foram considerados significativos.
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RESULTADOS

Os dados referentes a infeccao dos moluscos estdo resumidos na tabela 1.
No grupo de infeccdo com 2 miracidios apenas 1 espécime eliminou cercarias, no
grupo com 4 miracidios, 10 caramujos eliminaram cercarias e todos morreram apo6s
um periodo que variou de 63 a 218 dias pés-infeccdo. Dos grupos com 8 e 10
miracidios foram infectados 24 e 10 caramujos, respectivamente. Com 8 miracidios
apenas 7 caramujos eliminaram cercarias e 4 morreram, ja no grupo com 10
miracidios houveram 2 mortes e 3 caramujos eliminaram cercarias. A utilizacao de 4,
8 e 10 miracidios elevou em 12%, 17% e 18%, respectivamente, a chance de o
caramujo se infectar quando comparado com o grupo de 2 miracidios e nao
apresentou diferenca significativa entre os grupos infectados com 4, 8 e 10
miracidios. Associado a esse resultado houve uma diminuicdo na taxa de
mortalidade e do periodo pré-cercariano na medida em que aumentava o nimero de

miracidios utilizados.

Tabela 1- Infectividade dos miracidios, mortalidade do moluscos e periodo pré-

cercariano da cepa Esteio frente a Biomphalaria spp. simpatricas.

Miracidios  N°. de moluscos
Taxa de infeccdo (%) Mortalidade (%) PPC*

(n) (positivos)

2 43 (1) 2,32 41,9° 68
4 44 (10) 22,7° 27,3° 46
8 24 (7) 29,2° 16,7° 43
10 10 (3) 30° 20° 36
*: periodo pré-cercariano, média de dias. a: p=0,01 b: p>0,05

19



Dos camundongos infectados com 50 cercarias, 8 apresentavam casais, 5
somente machos e 2 nao estavam infectados. No grupo infectado com 100 cercérias
2 apresentavam casais, 6 somente machos e 4 ndo estavam infectados. A tabela 2
demonstra os dados da infectividade das cercarias. Pelo teste de Regressao
Logistica nao houve diferenca significativa entre o nimero de cercarias utilizadas e o

nuamero de vermes achados (p=0,457).

Tabela 2- Infectividade das cercarias da cepa Esteio em camundongos Swiss.

Camundongos Cercarias Taxa de Vermes recuperados
(n) (n) infeccao(%) Machos Fémeas Relacao
(n) (n) macho:fémea
15 50 14,5 93 16 5,8:1
12 100 55 57 9 6,3:1

A eliminacao de ovos nas fezes iniciou-se a partir do 45° dia de infeccéao e
foi acompanhada até o dia da eutanasia, no 54° dia apés a infeccado. O periodo pré-
patente observado nos grupos ndo apresentou diferenca significativa. O numero
médio de ovos encontrados nas laminas de KK foi de 3 e 2,8 para os roedores
infectados com 50 e 100 larvas, respectivamente, o resultado é apresentado na

tabela 3.
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Tabela 3- Numero de ovos de eliminados pelos camundongos experimentalmente

infectados com cercarias da cepa Esteio.

Camundongos (n)  Cercarias (n) OPG* (n) Total de ovos (n) PPP (dias)

15 50 81 2692 45

12 100 68 2490 46

*: média diaria

No grafico 1 pode-se observar a cinética da eliminagao dos ovos a partir do

45° dia.

700
600
400
a4 \m

45 46 47 48 49 50 51 52 53 54
Dias pés-infecgéo

300 -
200 -
100 -

NUmero de ovos

‘—A—SO cercarias —s— 100 cercarias ‘

Figura 1- Eliminacao diaria dos ovos entre 45 e 54 dias p6s-infecgdo com 50 e 100

cercarias, na infeccao experimental de camundongos com S. mansoni de Esteio-RS.

DISCUSSAO

Varios estudos relataram as diferencas de infectividade para os moluscos

hospedeiros do S. mansoni bem como a adaptacao ao hospedeiro definitivo (Bastos

et al. 1978; Dias et al. 1987; Martinez et al. 2003). Estas variacdes ja descritas sdo
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importantes para o entendimento da relagao parasito-hospedeiro e na epidemiologia
da doenca.

Na regidao de transmissdo da esquistossomose em Esteio foram descritas
trés espécies de moluscos transmissores, todavia nenhuma se apresentou infectada
(Carvalho et al. 1998). No presente estudo coletaram-se moluscos de dois locais
com presenca confirmada de B. glabrata para implantacao da col6nia e manutencao
do ciclo (Graeff-Teixeira et al. 2004).

Em relatos na literatura verificou-se uma alta taxa de infectividade em
moluscos simpatricos da Venezuela com cepas do mesmo pais do parasito,
alcancando indices de até 67,8% (Matinella et al. 2000), assim como em outro
estudo realizado na Venezuela onde as taxas de infeccdo variaram de 62,5% a
87,5% (Pino et al. 1999). Com cepas brasileiras, a taxa de infectividade variou de
57% para uma cepa isolada de humanos a 76% para a cepa isolada de roedores
naturalmente infectados (Freire et al. 2003). Em relato publicado por Zanotti-
Magalhaes et al. 1997 onde utilizaram moluscos selecionados ou ndo selecionados
geneticamente para o carater susceptibilidade a miracidios obteve-se uma taxa de
44% de infectividade para os miracidios e moluscos simpatricos ndo selecionados.
Em outros estudos para verificacdo da compatibilidade de infeccao em moluscos
simpatricos com cepas alopétricas o nivel de infectividade dos miracidios variou de
0% a 22% (Dias et al. 1987; Incani 1993).

A taxa de infectividade dos miracidios permaneceu praticamente constante
nos grupos analisados, exceto no grupo infectado com 2 miracidios (2,3%) onde
houve diferenca significativa quando comparado aos outros grupos que
apresentaram uma taxa variando de 22,7% a 30% sugerindo o inicio de uma

adaptacao entre o parasito e 0 molusco local devido ao efeito da recente introducéo.
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O aumento do numero de miracidios utilizados fornece uma maior
variabilidade genética do parasito frente ao hospedeiro (Matinella et al. 2000)
aumentando a possibilidade do encontro de alelos combinantes para o carater
susceptibilidade a infeccdo do molusco e, possivelmente, diminuindo a viruléncia do
parasito e aumentando a infectividade (Webster & Woolhouse 1998; Webster et al
2004). Conforme encontrado no presente estudo observou-se um aumento da
positividade dos moluscos e a diminuicdo do periodo pré-cercariano quando
aumentado o numero de miracidios por moluscos.

A proporcao de machos e fémeas encontrados esta de acordo com dados
que afirmam que miracidios e cercarias machos apresentam uma maior infectividade
(Liberatos 1987; Boissier et al. 1999). Biologicamente, o maior nimero de vermes
machos pode estar relacionado com a tendéncia de que mais machos representaria
um aumento da competicdo e variabilidade entre os individuos do mesmo sexo
permitindo uma maior seletividade por parte das fémeas (Beltran & Boissier 2009).
Corroborando com nossos experimentos onde foram encontradas infeccoes
unissexuais, 33% para o grupo infectado com 50 cercarias e 50% para o grupo de
100 cercérias.

O numero de ovos eliminados e o periodo pré-patente pelos dois grupos nao
apresentou diferenca significativa apesar de o grupo infectado com 50 cercarias ter
apresentado 16 casais e o grupo de 100 cercarias apresentado 9 casais. Por outro
lado, quando se considera a média diaria de ovos por fémea, foram contados 168 e
276 ovos, respectivamente para os grupos de 50 e 100 cercarias. Estima-se que
uma fémea produza aproximadamente 350 ovos por dia (Dewalick et al. 2011).
Porém, em nosso trabalho, os dados foram obtidos apenas para o periodo de 10

dias pés-infeccao e a producao de ovos varia em diferentes tempos de infecgéo: é
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menor no inicio, aumenta progressivamente entre 49 e 72 dias pés-infeccao e reduz-
se novamente apds esta etapa (Martinez et al. 2003). Desta forma, ndo cabe fazer
inferéncias sobre diferenca biolégica de cepas de outras regides a partir dos nossos
resultados de média diaria de ovos por fémea.

Estudos da dindmica de transmissdo podem ser feitos por modelagem
matematica onde os detalhes da biologia do parasito podem ser importantes para
calibrar o0 modelo. Teoricamente existe um limiar de intensidade de transmissao
abaixo do qual ocorreria uma tendéncia a extincdo espontanea da transmissao ou
pelo menos a estabilizacdo em niveis muito baixos (Macdonald 1965).

O melhor conhecimento das caracteristicas bioldgicas contribui para uma
melhor compreensdo da dindmica de transmissao e ajuste das medidas de controle,
que neste caso sao orientadas para eliminacdo da transmissao (Passos 1998). Além
disto, este melhor conhecimento permite aprimorar as condi¢cées de manutencao do
parasito em laboratério para estudos experimentais e elucidacdo da biologia do

parasito e sua interagdo com os hospedeiros.

AGRADECIMENTOS

A técnica Priscilla Sundin e aos estudantes de Iniciacdo Cientifica Carla
Muller, Ivonilda Machado e a mestranda Carolina Verissimo pelo auxilio na
manutencao do ciclo e acompanhamento dos experimentos. Ao CNPq pela bolsa

concedida.

24



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Agola LE, Steinauer ML, Mburu DN, Mungai BN, Mwangi IN, Magoma GN, Loker ES,
Mkoji GM 2009. Genetic diversity and population structure of Schistosoma mansoni
within human infrapopulations in Mwea, central Kenya assessed by microsatellite

markers. Acta Tropica, 111, 219-225.

Bastos OC, Magalhaes LA, Rangel HA, Piedrabuena AE 1978. Alguns dados sobre o
comportamento parasitolégico das linhagens humana e silvestre do Schistosoma
mansoni, no Vale do Rio Paraiba do Sul, SP (Brasil). Revista de Saude Publica, 12,

184-199.

Beltran S, Boissier J 2009. Male-biased sex ratio: why and what consequences for

the genus Schistosoma? Trends in Parasitology, 26, 63-69

Bin Dajem SM, Mostafa OM, EI-Said FG 2008. Susceptibility of two strains of mice to
the infection with Schistosoma mansoni. parasitological and biochemical studies.

Parasitology Research, 103, 1059-1063.

Blank WA, Reis EA, Thiong'o FW, Braghiroli JF, Santos JM, Melo PR, Guimaraes IC,
Silva LK, Carmo TM, Reis MG, Blanton RE 2009. Analysis of Schistosoma mansoni
population structure using total fecal egg sampling. The Journal of Parasitology, 95,

881-889.

25



Boissier J, Morand S, Moné H 1999. A review of performance and pathogenicity of
male and female Schistosoma mansoni during the life-cycle. Parasitology, 119, 447-

454.

Carvalho OS, Nunes IM, Caldeira RL 1998. First report of Biomphalaria glabrata in
the state of Rio Grande do Sul, Brazil. Memdrias do Instituto Oswaldo Cruz, 93, 39-

40.

Chaia G, Chaia AB, McAullife J, Katz N, Gasper D 1968. Coprological diagnosis of
schistosomiasis. Il. Comparative study of quantitative methods. Revista do Instituto

de Medicina Tropical de Sao Paulo, 10, 349-353.

Chitsulo L, Engels D, Montresor A, Savioli L 2000. The global status of

schistosomiasis and its control. Acta Tropica, 77, 41-51.

Coura JR, Amaral RS 2004. Epidemiological and control aspects of schistosomiasis

in Brazilian endemic areas. Memodrias do Instituto Oswaldo Cruz, 99, 13-19.

Curtis J, Sorensen RE, Minchella DJ 2002. Schistosome genetic diversity: the
implications of population structure as detected with microsatellite markers.

Parasitology, 125, S51-59.

Després L, Imbert-Establet D, Monnerot M 1993. Molecular characterization of
mitochondrial DNA provides evidence for the recent introduction of Schistosoma

mansoni into America. Molecular and Biochemical Parasitology, 60, 221-229.

26



Dewalick S, Tielens AG, van Hellemond JJ 2011. Schistosoma mansoni: The egg,

biosynthesis of the shell and interaction with the host. Experimental Parasitology.

Dias LC, Bruce JI, Coles GC 1988a. Variation in response of Schistosoma mansoni
strains to schistosomicides. Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo,

30, 81-85.

Dias LC, Bruce JI, Coles GC 1988b. Strain variation in the infectivity of Schistosoma
mansoni for Biomphalaria glabrata. Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sao

Paulo, 30, 86-90.

Dias LC, Ueta MT, Guaraldo AMA 1987. Suscetibilidade de Biomphalaria glabrata, B.
straminea e B. tenagophila a diferentes cepas de Schistosoma mansoni. Revista do

Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo, 29, 205-212.

Freire N, Rodrigues-Silva R, Machado-Silva JR, Rey L 2003. A comparative
parasitologic study on Biomphalaria glabrata snail and C3H/He mice infected with
human and murine isolates of Schistosoma mansoni derived from Sumidouro, Rio de

Janeiro, Brazil. Memdrias do Instituto Oswaldo Cruz, 98, 783-787.

Graeff-Teixeira C, Anjos CB, Oliveira VC, Velloso CFP, Fonseca MBS, Valar C,
Moraes C, Garrido CT, Amaral RS 1999. Identification of a Transmission Focus of
Schistosoma mansoni in the Southernmost Brazilian State, Rio Grande do Sul.

Memérias do Instituto Oswaldo Cruz, 94, 9-10.

27



Graeff-Teixeira C, Valar C, Moraes CKD, Salvany AM, Brum CDO, Maurer RL, Ben
R, Mardini LBLF, Jobim MB, Amaral RSD 2004. The initial epidemiological studies in
the low endemicity schistosomiasis area in Esteio, Rio Grande do Sul, the
southernmost Brazilian state, 1997 to 2000. Memdrias do Instituto Oswaldo Cruz, 99,

73-78.

Guerra HL, Guimaraes CT, Franca MA, Rocha RS, Katz N 1991. Identification of a
new focus of Schistosoma mansoni (Municipality of Nova Lima, MG, Brazil). Revista

da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, 24, 169-172.

Incani RN 1993. Compatibility of one Brazilian and two Venezuelan strains of
Schistosoma mansoni with various strains of Biomphalaria glabrata. Parasitology

Research, 79, 508-511.

Katz N, Chaves A, Pellegrino J 1972. A simple device for quantitative stool thick-
smear technique in Schistosomiasis mansoni. Revista do Instituto de Medicina

Tropical de Sao Paulo, 14, 397-400.

Lawton SP, Hirai H, Ironside JE, Johnston DA, Rollinson D 2011. Genomes and

geography: genomic insights into the evolution and phylogeography of the genus

Schistosoma. Parasites & Vectors, 4, 131.

Lemos Neto RC, Magalhdaes LA, Piedrabuena AE 1978. Alguns aspectos referentes

ao estudo de linhagens de Schistosoma mansoni Sambon, 1907, provenientes dos

28



Estados de Minas Gerais e de Sao Paulo, Brasil. Revista de Saude Publica, 12, 277-

290.

Liberatos JD 1987. Schistosoma mansoni: Male-biased sex ratios in snails and mice.

Experimental Parasitology, 64, 165-177.

Macdonald G 1965. The dynamics of helminth infections, with special reference to
schistosomes. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene,

59, 489-506.

Machado-Silva JR, da Silva CH, Pereira MJ, de Oliveira RM, Pinto RM, Gomes DC
2000. Differences in Brazilian strains of Schistosoma mansoni evaluated by means of
morphometric analysis of cercariae of both sexes. Memdrias do Instituto Oswaldo

Cruz, 95, 839-842.

Machado-Silva JR, Neves RH, Ormond L, Hulstin M, Gomes DC 2003.
Caracterizagdo de cepas de Schistosoma mansoni por morfometria de vermes
adultos provenientes de infeccao unissexual. Revista da Sociedade Brasileira de

Medicina Tropical, 36, 755-757.

Martinez EM, Neves RH, Oliveira RMF, Machado-Siva JR, Rey L 2003.
Caracteristicas biolégicas e morfoldgicas de cepas brasileiras de Schistosoma
mansoni em Mus musculus. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical,

36, 557-564.

29



Matinella L, Pino L, Morales G 2000. Relacién hospedador - parasito entre tres cepas
de Schistosoma mansoniy seis cepas de Biomphalaria glabrata de areas endémicas

y no endémicas venezolanas. Boletin Chileno de Parasitologia, 55, 1-8.

Mouchet F, Develoux M, Balla Magassa M, Sellin B 1988. Etude epidemiologique

dufoyer a Schistosoma mansonide Bana (Niger). Medecine Tropicale, 48, 209-213.

Moyou-Somo R, Kouemeni LE, Ndjamen B, Ngogang J, Dongla R, Longang-
Tchatchouang V, Hassimi M 2003. A new focus of Schistosoma mansoni in Yoro
village, Mbam and Inoubou Division, Cameroon. The American Journal of Tropical

Medicine and Hygiene, 69, 74-77.

Neto AGC 1972. Biomphalaria straminea em Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil.

Atas da Sociedade de Biologia do Rio de Janeiro, 15, 151.

Neves RH, Pereira MJ, de Oliveira RM, Gomes DC, Machado-Silva JR 1998.
Schistosoma mansoni Sambon, 1907: morphometric differences between adult
worms from sympatric rodent and human isolates. Memdrias do Instituto Oswaldo

Cruz, 93, 309-312.

Paraense WL, de Souza PE, Braun RF 1984. New foci of transmission of
Schistosoma mansoni in the state of Para. Memdrias do Instituto Oswaldo Cruz, 79,

389-391.

30



Passos ADC 1998. Controle da esquistosomose: diretrizes técnicas. In, 2 ed.,

Fundagao Nacional de Saude: Ministério da Saude, p. 70p.

Pino LA, Matinella L, Morales C. G 1999. Compatibilidad entre nueve cepas de
Biomphalaria glabrata de areas endémicas y no endémicas y una cepa de
Schistosoma mansoni venezolanas. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina

Tropical, 32, 677-682.

Smithers SR, Terry RJ 1965. The infection of laboratory hosts with cercariae of
Schistosoma mansoni and the recovery of the adult worms. Parasitology, 55, 695-

700.

Souza CP, Jannotti-Passos LK, Ferreira SS, Vieira IBF 1996. Schistosoma mansoni:
the sex ratios of worms in animals infected with cercariae from three species of

Biomphalaria. Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo, 38, 141-145.

Teles HMS, Pereira PAC, Richinitti LMZ 1991. Distribuicao de Biomphalaria

(Gastropoda, Planorbidae) nos Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina,

Brasil. Revista de Saude Publica, 25, 350-352.

Vimont Vicary MP 1981. Recent detection of a schistosomiasis focus with S. mansoni

in a high region of Rwanda. Medecine Tropicale, 41, 653-656.

31



Webster JP, Woolhoouse MEJ 1998. Selection and strain specificity of compatibility
between snail intermediate hosts and their parasitic schistosomes. Evolution, 52,

1627-1634.

Webster JP, Gower CM, Blair L 2004. Do hosts and parasites coevolve? Empirical

Support from the Schistosoma system. The American Naturalist, 164, S33-S51.

Zanotti-Magalhdes EM, Magalhdes LA, Carvalho JF 1997. Relagao entre
patogenicidade do Schistosoma mansoni em camundongos e susceptibilidade do
molusco vetor. IV - Infecciosidade dos miracidios. Revista de Saude Publica, 31,

488-494.

32



33

CAPITULO 2



ldentificacdo de elementos quimicos potencialmente suscetiveis de magnetizacao

presentes na casca do ovo de Schistosoma mansoni

Rafael Lucyk Maurer', Malcolm Jones, Carlos Graeff-Teixeira

! Laboratério de Biologia Parasitaria, Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande
do Sul (PUCRS), Avenida Ipiranga 6681, Prédio 12, Bloco C, Sala 239. Porto Alegre,
Rio Grande do Sul, Brasil, CEP 90619-900.

Correio eletronico: maurer.rafael@gmail.com

RESUMO

O diagnéstico da esquistossomose em areas de baixa endemicidade pelos métodos
coprolégicos resultam em muitos resultados falsos-negativo. Um método de
diagndstico utilizando a interacao magnética como fator de isolamento de ovos nas
fezes em zonas de baixa endemicidade permitiu uma maior sensibilidade para o
diagnéstico. Este estudo objetiva identificar elementos quimicos na casca do ovo de
S. mansoni, que possam estar envolvidos no mecanismo do método de separagao
magnética previamente descrito, Helmintex. Também foram analisados ovos de
outros helmintos: Ascaris lumbricoides, Haemonchus contortus, Fasciola gigantica,
Fascioloides magna para avaliar diferengas de composicao quimica que pudessem
estar relacionadas a diversidade de grupos taxondmicos ou tipo de habitat. Os ovos
foram desidratados e processados para microscopia eletrénica de varredura e
transmissdo. A espectroscopia por dispersao de energia foi capaz de identificar
elementos com propriedades magnéticas suscetiveis de magnetizacdo formadas

provavelmente por biomineralizacdo. Esses achados contribuem para compreensao
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do mecanismo do Helmintex e estimulam novos estudos sobre a biologia do parasito
e a relacao parasito-hospedeiro-habitat.
Palavras-chave: Schistosoma mansoni, ferro, Trematoda, Nematoda, espectroscopia

por dispersao de energia.

INTRODUCAO

A esquistossomose € infeccdo parasitaria causada por trematédeos do
género Schistosoma. Aproximadamente 200 milhées de pessoas estado infectadas e
distribuidas por 74 paises (Chitsulo et al. 2004). O S. mansoni, parasito das veias
mesentéricas, é o unico representante do género no Brasil e possui sua distribuicao
geografica associada com a presenca do molusco hospedeiro (Coura & Amaral
2004; Gryseels et al. 2006).

As fémeas depositam seus ovos na corrente sanguinea sendo eliminados
junto com as fezes no ambiente. Em estudos epidemiolégicos o diagndstico através
do método Kato-Katz (KK) é amplamente usado devido a suas facilidades
operacionais, sendo o método recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude
(Chitsulo et al. 2000). Entretanto, relatos indicam uma possivel deficiéncia desse
exame em areas de baixa endemicidade acarretando muitos resultados falso-
negativos (Barreto et al. 1990; Engels et al. 1996; Kongs et al. 2001).

Com intuito de aumentar a sensibilidade do exame coprolégico para
esquistossomose mansonica em zonas de baixa endemicidade foi desenvolvido um
método, chamado Helmintex, baseado na interagdo dos ovos do parasito com

particulas superparamagnéticas em campo magnético (Teixeira et al. 2007).
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O mecanismo de separacdo magnética para os ovos de S. mansoni é
desconhecido e pode estar associado a presenca de ferro na casca do ovo, como
descrito para o S. japonicum (Jones et al. 2007).

O processo de formagdo da casca do ovo dos parasitos € diferente para
platelmintos e nematddeos (Ray Gamble et al. 1995) e poderia ser influenciado pelos
habitos alimentares do verme, habitat além de peculiaridades metabdlicas de cada
espécie. Dessa forma surgiu a ideia de analisar os ovos de parasitos provenientes
de diferentes grupos taxénomicos, habitat e habito alimentar. O objetivo do presente
trabalho é investigar a composicao da casca ovo desses parasitos e contribuir para a
compreensao do mecanismo do método Helmintex. Para tanto, foi escolhido um
nematoédeo intestinal, Ascaris lumbricoides e um hematéfago de interesse
veterinario, Haemonchus contortus. Para os trematdédeos foram selecionados a
Fasciola gigantica, parasito dos ductos biliares, Fascioloides magna, parasito
encontrado em pseudocistos no figado de cervideos e 0 hematéfago Schistosoma

mansoni encontrado no sistema porta-hepatico.

MATERIAIS E METODOS

Coleta dos ovos

Amostras fecais contendo ovos de A. lumbricoides e F. gigantica foram
gentilmente cedidos por Catherine Gordon, Queensland Institute of Medical
Research. Os ovos de F. magna foram doados por Martin Kasny, Charles University-
Prague e os ovos de H. contortus foram cedidos por Ranbir Sarai, The University of

Queensland.
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Ovos de Ascaris lumbricoides foram separados a partir de fezes humanas
utilizando a técnica FLOTAC (Cringoli et al. 2010). Resumidamente, o método utiliza
um aparato (aparato FLOTAC) colocado em uma centrifuga permitindo a flutuacao
de ovos. Apds, o material contendo os ovos foi colocado em tubos de 50 mL para
sedimentar.

Fezes de bufalos contendo ovos de Fasciola gigantica foram maceradas,
sedimentadas e filtradas em filtros de nylon com 250 um de abertura e sedimentados
em tubos de 50 mL.

Ovos de Fascioloides magna foram obtidos a partir de pseudocistos
hepéaticos de cervos. Os ovos foram removidos dos psdeudocistos, lavados em agua
destilada e concentrados por decantacéao.

Ovos de Haemonchus contortus provenientes de fezes de carneiro foram
isolados a partir de decantacao, tamisacao em peneira com filtro de 250 um de
abertura. Apds tamisacdo e decantacdo, os ovos foram centrifugados (Centrifuga
5702R, Eppendorf, Alemanha) num gradiente de sacarose a 10 e 25% a 2000 RPM
por 7 minutos em tubos de 50 mL Os ovos formaram uma pequena pelicula branca
entre os dois gradientes.

A cepa Porto Rico de Schistosoma mansoni € mantida em camundongos
Swiss e moluscos Biomphalaria glabrata. O ciclo vital do parasito € mantido no
Queensland Institute of Medical Research — QIMR. Os ovos foram obtidos a partir de
fezes e figados de camundongos infectados. Fezes de 24 horas foram coletadas das
caixas dos roedores, maceradas em tubo de 50 mL e tamisadas em filtros de 250
um e 40 um de abertura, respectivamente. Os ovos permaneceram no filtro de 40

um.
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Os ovos isolados do figado foram extraidos apds digestao em colagenase B
(Roche) e gradiente de Percoll (Sigma), lavados em tampao salino fosfatado
contendo 1 mM EDTA (Sigma) e EGTA (Sigma) para interromper a atividade da
enzima e quelar o ferro livre, segundo protocolo de Dalton et al. (1997).

Todos os ovos foram coletados utilizando uma micropipeta com auxilio do
microscoépio invertido Axiovert 40 (Zeiss, Alemanha), lavados em agua Milli-Q e

armazenados em microtubos de polipropileno de 500 pL em etanol 70°.

Preparacdo dos ovos

Os ovos coletados foram desidratados primeiramente em série crescente de
etanol e ap6s com hexametildissilazana (HMDS, Sigma) com auxilio de forno de
microondas Pelco 34700 Biowave (Ted Pella Inc., EUA) e deixados secar a
temperatura ambiente em capela de exaustao.

Apds secagem, os ovos foram montados em stubs de carbono corbertos
com fita carbono e recobertos com carbono (Denton High Vacuum Coater, EUA) e
levados ao microscopio eletrénico de varredura (MEV).

Uma parte dos ovos de S. mansoni isolados dos figados foram separados
para analise em microscopia de varredura com transmissao (MEVT). Os ovos foram
fixados em tampao salino fosfatado contendo glutaraldeido a 3% seguido por
tetroxido de désmio a 1% e embebidos em resina EPON, seccionados no
ultramicrétomo Leica EM UC7 (Leica Microsystems, Alemanha) com laminas de
diamante, montados em grids de aluminio usados para microscopia eletronica

cobertos com Formvar e recobertos com carbono.
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Espectroscopia por dispersao de energia

A andlise qualitativa por espectroscopia por dispersao de energia (EDS) dos
ovos, montados em stubs de carbono com fita de carbono dupla face, foram
realizadas no microscépio eletrénico de varredura (MEV) JEOL 6610 (Téquio, Japao)
acoplado com o detector para microanalise por EDS Oxford Inca (High Wycombe,
Inglaterra). O microscoépio foi operado com a voltagem de aceleracdo a 15 KV e os
ovos em imagens de elétrons retroespalhados (BSE), o EDS foi analisado por 60
segundos € a 10 mm de distancia da amostra. Como controle negativo, realizou-se
EDS no stub de carbono e na fita de carbono dupla face utilizada para fixar os ovos.

Os ovos de S. mansoni montados em grids foram analisados no MEVT JEOL
JEM 2100 acoplado com EDS Oxford Inca, operado voltagem de aceleracao a 200
KV com o sistema de imagens em campo escuro anular em alto angulo (HAADF),
com espectro de raios-X por no minimo 60 segundos. A amostra foi posicionada a
uma inclinacdo de 25° para o detector EDS. Como controle negativo, realizou-se

EDS na resina EPON e no grid usado na analise.

RESULTADOS

A espectroscopia realizada no stub, como controle negativo, resultou na
presenca de carbono (C) e oxigénio (O). A presenca de picos de enxofre (S) e sodio
(Na) foi detectada na fita dupla face de carbono. O elemento silicio encontrado em
todos os ovos deve ser proveniente do composto HMDS que possui silicio em sua

formula (CeH19NSiz) e no MEVT pode ser devido a contaminagdo ambiental dos
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grids. A presenga de cloro esta relacionada com a resina EPON (Enestrém & Kniola
1992).

A microanalise de raios-X na casca dos ovos dos nematédeos A.
lumbricoides e H. contortus apresentou elementos quimicos tais como carbono (C),
oxigénio (O), potassio (K), sédio (Na) e fosforo (P), a presenca de metais na casca,
se presente, ficou abaixo do limite de deteccdo do equipamento. O EDS em ovos
inférteis e decorticados de A. lumbricoides nao evidenciou diferenca composicional
em relacao ao ovo fértil (dados ndo mostrados). A figura 1 apresenta o resultado da

andlise de A. lumbricoides.

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Full Scale (Log.) 16270 cts Cursor: 0.000 keV|

Figura 1: Microanalise por EDS em ovo fértil de A. lumbricoides.
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A analise do ovo de H. contortus é visualizada na figura 2. Nota-se na foto,

apos a dessecacao por HMDS, a formagdo de uma estrutura laminar da casca do

ovo.

aﬁ Electron Image 1
um o 9

Spectrum 2
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Fig. 2: Microandlise por EDS em ovo de H. contortus
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O EDS realizada nos ovos dos trematédeos demonstrou a presenca dos
mesmos elementos quimicos formadores da casca do ovo dos parasitos anteriores,

adicionalmente com a presenca de cobre (Cu) para ovos de F. gigantica, figura 3.

T Electron image 1

Spectrum 2
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Full Scale (Log.) 106355 cts Cursor: 11.851 (28 cts)

Fig. 3: Microandlise por EDS em ovo de F. gigantica.
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No ovo de F. magna, figura 4, pode-se observar um alto pico de célcio no

espectro.
80 “m Electron image 1
i
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Full Scale (Log.) 142416 cts Cursor: 0.000 keV|

Fig. 4: Microandlise por EDS em ovo de F. magna.
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Além da casca do ovo do S. mansoni, apresentado na figura 5, também foi
examinado o espinho, figura 6. Detectou-se a presenca de ferro (Fe) na casca e no

espinho do ovo.

60 pm Etectron Image 1

Spectrum 2

T T T T T T T
0 2 4 6
Full Scale (Log.) 176720 cts Cursor: -0.134 (0 cts)

Fig. 5: Microandlise por EDS em ovo de S. mansoni.
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Fig. 6: Microandlise por EDS no espinho do ovo de S. mansoni.
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A andlise por area no miracidio ndao evidenciou a presenca de ferro

significativa para a deteccao do equipamento.

’_s'bprn—' Elecyon image 1

Spectrum 1

T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Full Scale (Log.) 119350 cts Cursor: -0.134 (0 cts)

Fig. 7: Microandlise por EDS no miracidio de S. mansoni.

A andlise dos ovos de S.mansoni por MEVT permitiu visualizar a porgcao
interna da casca do ovo e seus constituintes. Pelo sistema de imagens HAADF foi
possivel visualizar pequenas estruturas com alto nimero atémico devido a sua
coloracdo mais brilhante que as demais estruturas da casca. Também foi possivel
visualizar diversos poros constituintes da casca. A microanalise da casca do ovo em

dois pontos distintos esta ilustrada na figura 8.
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Foram analisadas duas regides distintas na casca do ovo (ponto 01 e 02).
Como resultado observou-se uma grande diferenca na contagem de raios-X emitidos
entre o ponto 01 e 02. O ponto 02 apresentou picos mais elevados para ferro e

oxigénio quando comparado com o ponto 01.
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Fig. 8: Microanalise por EDS em dois pontos da casca do ovo de S. mansoni

usando MEVT.

DISCUSSAO

A nutricdo dos helmintos é baseada nas substéncias encontradas no seu
habitat e servem para suprir as necessidades vitais e a grande producao de ovos
desses parasitos. Muito das substancias ingeridas servirdo para a producao e

formagdo da casca dos ovos eliminados. A casca dos ovos dos helmintos
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geralmente sdao multiiaminadas e desenhadas para serem resistentes a mudancas
ambientais (Ray Gamble et al. 1995).

O estudo de elementos quimicos formadores dos ovos dos parasitos
analisados por espectroscopia por dispersdo de energia pode fornecer indicios de
como o processo de formacao da casca é realizado. A presenca de determinados
elementos, como o ferro, pode atuar como cofator nesse processo (Jones et al.
2007). Todavia, o excesso de ferro é toxico (de Silva et al. 1996).

O nematddeo A. lumbricoides vive e alimenta-se no intestino, um ambiente
rico em elementos organicos, inorganicos e tracos de metais, como o ferro
(Anderson et al. 2009). Inclusive a presenca de uma hemoglobina prépria de
ascarideos foi encontrada no liquido extracelular de vermes adultos (Darawshe et al.
1987). Os elementos encontrados pelo EDS constituindo o ovo foram carbono,
oxigénio, potassio, sédio e fésforo. Quiles et al. (2006) caracterizaram
bioquimicamente a casca do ovo com a presenca de mucopolissacarideos, proteinas
e quitina, o estudo nao relata a presenca de hemoglobina ou ferro na casca do ovo,
corroborando com os dados encontrados no presente estudo. A presenca de enxofre
no espectro pode estar associada a mucopolissacarideos presentes na membrana
do ovo. Estes mucopolissacarideos sulfatados poderiam contribuir para propriedades
aderentes da superficie dos ovos.

O nematddeo H. contortus vive fixado na parede do abomaso de ruminantes
e alimenta-se de sangue. Ingerindo uma grande quantidade de eritrocitos e,
consequentemente ferro (Zajac 2006). O ovo apresenta uma fina casca maleavel e
de facil ruptura para liberar a larva. A analise por EDS do ovo detectou os elementos
constituintes da matéria organica, nao apresentando ferro a despeito da alta

ingestao de eritrocitos (Zajac 2006). Essa auséncia pode ser atribuida ao processo
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metabdlico responsavel pela degradacdao da hemoglobina em aminoéacidos livres
(Williamson et al. 2003)

O trematédeo F. magna vive dentro de uma capsula fibrosa no parénquima
hepatico. A capsula fibrética é resultado do processo fibrogénico onde o colageno,
uma esclero-proteina com alto teor de calcio tem papel importante na formacao da
fibrose (Du et al. 2000; Andrade 2005). A andlise demonstra um alto pico de calcio
presente na casca do ovo.

O ducto biliar € uma rota de excrecao de cobre pelo organismo (Cikrt 1972)
e também o habitat do trematddeo F. gigantica. A presenca de cobre na casca do
ovo do parasito corrobora com os dados de Colhoun et al. (1998) onde a sintese da
casca do ovo de Fasciola hepatica é mediada pela enzima fenol-oxidase dependente
de cobre.

A presenga de ferro nos ovos de S. japonicum e vermes de S. mansoni foi
demonstrada por Jones et al. (2007) e WoldeMussie & Bennett (1982) Em ovos do
S. mansoni foi detectado a presenca de ferro na casca e no espinho do ovo
regularmente distribuido. No processo de formacédo do ovo aproximadamente 40
células vitelinicas juntam-se ao embrido contendo precursores da formacao da casca
(Ebersberger et al. 2005). As células vitelinicas apresentam ferritina e podem estar
envolvidas na protecdo do miracidio contra bactérias ou na interacdo miracidio-
caramujo (Jones et al. 2007). A analise do miracidio ndo demonstrou a presenca de
ferro sugerindo que a ferritina encontrada pode ter sido utilizada na continuacéo da
formacao da casca durante o curso do ovo até o ambiente, transformando a casca
numa matriz rigida (Dewalick et al. 2011).

A microscopia de varredura com transmissdao evidenciou uma estrutura

cristalina com elementos de alto niumero atébmico que quando analisado apresentou
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elevada contagem de raios-X para ferro e oxigénio quando comparado com outro
ponto da casca.

A presenca dessa estrutura, possivelmente um éxido de ferro na casca do
ovo do parasito sugere uma maneira de desintoxicacao de ferro pelo parasito. A
ingestao de uma grande quantidade de eritrocitos torna essencial a presenca de um
sistema de desintoxicagao por parte do parasito (Toh et al. 2010). E possivel que o
ferro ingerido seja utilizado pelas células vitelinicas, na forma de ferritina ou na
sintese tanante da quinona no processo de formacédo da casca. De acordo com os
resultados obtidos no presente trabalho, além do processo de desintoxicacao por
parte do parasito poderia haver outra forma de eliminagdo do ferro através da
formacao de éxidos de ferro sendo depositados na casca.

A formacao de estruturas biologicas rigidas, por exemplo, 0ssos e ovos sao
dependentes da deposicdo de minerais inorganicos especificos de uma maneira
controlada (Lowenstam 1981). O processo de biomineralizacao controlada é
responsavel pela formagdo de nano cristais magnéticos dentro de bactérias
magnetotaticas, principalmente magnetita (Fe3O,4), além de estar presente em algas,
insetos, moluscos, peixes, passaros e até mesmo em humanos (Schiler & Frankel
1999). A magnetita € o principal componente dos magnetossomos das bactérias
magnetotaticas e servem para orientacdo geomagnética (Blakemore 1982).

O processo de biomineralizagdo induzida encontrado em bactérias de
ambientes anaerobicos forma particulas minerais, inclusive magnetita, mas sem uma
forma definida, com tamanhos irregulares e incluséo de outras impurezas (Frankel &

Bazylinski 2003).
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A presenca de cristais com alto teor de ferro e oxigénio na casca do ovo de
S. mansoni pode ser o resultado de um processo de biomineralizagao induzida com
intuito de eliminar o excesso de ferro absorvido durante a hematofagia.

Ja foi descrito a presenca de cristais contendo ferro no lumen intestinal dos
esquistossomos. A hemozoina é o resultado do processo da cristalizacdo do heme e
possui nitrogénio em sua composicao quimica (Oliveira et al. 2005; Toh et al. 2010).

Os cristais encontrados na casca do ovo nao demonstraram a presenca de
nitrogénio nas analises realizadas no MEV e MEVT reforcam a ideia da presenca de
um o6xido de ferro, provavelmente magnetita na casca. A presenca desses pequenos
cristais poderia estar associada ao comportamento magnético dos ovos (Teixeira et
al. 2007).

Em conclusdao foram identificados elementos quimicos suscetiveis de
magnetizacao na casca do ovo de S. mansoni 0 que consolida a ideia de aprimorar o
diagndstico parasitolégico da esquistossomose empregando o principio inovador do
biomagnetismo. A partir do interesse em desvendar o mecanismo de interacao
magnética utilizada para o isolamento dos ovos pelo método Helmintex, foram
obtidos resultados que contribuem para uma melhor compreensao da biologia do

parasito e da relacao parasito-hospedeiro-habitat.
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RESUMO

Os vermes hematofagos do género Schistosoma ingerem grande quantidade de
eritrécitos de seus hospedeiros. A digestdo da hemoglobina libera heme que contém
ferro. O ferro é sequestrado e utilizado pelos parasitos para o desenvolvimento do
verme e formacdo do ovo. O objetivo do presente estudo € caracterizar as
propriedades magnéticas dos ovos de Schistosoma. As medidas de amostra
resfriada a campo zero (ZFC) e amostra resfriada com campo aplicado (FC) foram
feitas utilizando o susceptdometro Superconducting Quantum Interference Device
(SQUID) revelando a presenca de compostos ferromagnéticos, possivelmente
magnetita. Além de compostos paramagnéticos. O processo de biomineralizagao
induzida pode ser o responsavel pela formacdo da magnetita. A mensuracao
magnética feita neste estudo € um primeiro passo na identificacdo das particulas
biomagnéticas e na descricdo dos mecanismos envolvidos na mobilidade de ovos de
Schistosoma quando submetidos a campo magnético.

Palavras-chave: SQUID, Schistosoma, magnetismo, ferromagnético, paramagnético,

parasitos

58



INTRODUCAO

A esquistossomose é uma infecgdo parasitaria causada pelo trematédeo do
género Schistosoma e responsavel por uma doenga com significante morbidade e
mortalidade humana em paises tropicais e em desenvolvimento. O S. mansoni e S.
japonicum sao os responsaveis pela esquistossomose intestinal e hepatica, com
habitat nos vasos mesentéricos onde se alimentam de sangue e realizam a postura
dos ovos que serao eliminados juntamente com as fezes (Gryseels et al. 2006).

A nutricdo desses parasitos se da basicamente pela ingestdo de células
vermelhas do sangue. E o ferro presente na hemoglobina do hospedeiro tem papel
importante no desenvolvimento inicial e na fase adulta do parasito (WoldeMussie &
Bennett 1982; Clemens & Basch 1989). O ferro é metabolizado e armazenado
intracelularmente na forma de ferritina. Duas isoformas sdo encontradas, a primeira
€ chamada de ferritina do 6vulo do esquistossomo (Fer1) e a segunda é a ferritina
somatica (Fer2) expressa preferencialmente em machos e também encontrada em
fémeas. A Fer1 encontra-se dentro das células vitelinicas e teria como funcao
auxiliar o desenvolvimento do embrido no processo de formacdo da casca do ovo
(Jones et al. 2007).

A casca do ovo é uma estrutura rigida, escurecida formada pela ligacao
cruzada de proteinas conhecida como sintese tanante da quinona, onde ocorre a
formacado de ligacbes de quinona (Dewalick et al. 2011) e onde o ferro presente
nesse processo pode aumentar a eficiéncia da polimerizacdo protéica da casca
(Jones et al. 2007).

A presenga de ferro na casca do ovo do S. japonicum foi bem documentada

por Jones et al., 2007 utilizando espectroscopia por dispersao de dispersiva (EDS) e
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espectrometria de massa acoplado a plasma indutivo (ICP-MS). O S. mansoni
também apresentou ferro na casca em analise por EDS. Em analise por microscopia
eletrbnica de transmissdao com varredura (MEVT) utilizando o sistema de imagens
por campo escuro anular em alto angulo (HAADF) foram observados pequenas
estruturas cristalinas com alto nimero atémico. A analise por EDS nessas estruturas
verificou-se a presenca de uma grande contagem de raios-X para o elemento ferro e
oxigénio quando comparado com a analise realizada em outro ponto da casca do
OvO que nao apresentava essa estrutura (dados nao mostrados), sugerindo a
presenca de um 6xido de ferro.

Tecidos biolégicos normalmente exibem um comportamento diamagnético e
apresentam uma baixa suscetibilidade magnética, da mesma ordem da
suscetibilidade magnética da agua pura. A andlise das propriedades magnéticas
utilizando um susceptémetro SQUID (Superconducting Quantum Interference
Device) é muito util por se tratar de uma metodologia ndo destrutiva e de alta
sensibilidade que permite a deteccao de pequenos desvios do valor normal devido a
presenca de substancias especificas nos tecidos (Pizzella et al. 2001).

O presente estudo tem como objetivo avaliar diretamente e nao
destrutivamente a presenca de material magnético dentro dos ovos de S. japonicum

e S. mansoni mensurando a magnetizacao estatica.
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MATERIAL E METODOS

Preparacao da amostra

A cepa Porto Rico de Schistosoma mansoni € mantida em camundongos
Swiss e moluscos Biomphalaria glabrata e o Schistosoma japonicum oriundo da
China (Provincia de Anhui) fornecido pelo Instituto de Doencas Parasitarias,
Shangai, China, € mantido em camundongos Swiss e moluscos Oncomelania
hupensis hupensis. O ciclo vital de ambos parasitos € mantido no Queensland
Institute of Medical Research — QIMR.

Os ovos foram isolados de figado de camundongos infectados pelo método
descrito por Dalton et. al, 1997. Em todo o procedimento de isolamento e coleta dos
ovos utilizou-se materiais ndo magnéticos.

Os ovos foram liofilizados (Dynavac, VIC, Australia) e pesados para se

determinar a massa seca.

Magnetizacao

O susceptometro SQUID (MPMS-7, Quantum Design, CA) foi usado para
mensurar o campo magnético. Os ovos liofilizados foram colocados em uma capsula
de gelatina e introduzidos dentro de um tubo de polipropileno. A suscetibilidade
dependente de temperatura foi investigada apds o teste de amostra resfriada a
campo zero (ZFC) e amostra resfriada com campo aplicado (FC). Nas medidas ZFC,
as amostras na temperatura ambiente sao resfriadas a baixas temperaturas em

campo magnético nulo. Em seguida um campo magnético constante é aplicado, e as
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medidas sdo feitas durante o aquecimento da amostra. Nas medidas FC o
resfriamento a partir da temperatura ambiente € feito sob agcdo de campo magnético
constante até baixas temperaturas.

A amostra foi resfriada de 300 K (26 °C) a 5 K (-268 °C) em campo
magnético variando de 0 (ZFC) a 100 Oe (FC), dessa forma a suscetibilidade
magnética foi medida no campo de 100 Oe em fung¢do da temperatura.

Para a analise no magnetdmetro utilizou-se 82 mg de ovos liofilizados do S.

mansoni e 61 mg de ovos liofilizados do S. japonicum.

RESULTADOS

Apb6s a subtracdo do campo diamagnético da curva de histerese nas duas
analises, figuras 1 e 2 para S. mansoni e S. japonicum, respectivamente, nota-se a
presenca de material ferromagnético a temperatura ambiente, mostrado no ponto
localizado fora das curvas ZFC-FC.

A separacdo das curvas FC-ZFC nao é temperatura dependente e é,
provavelmente, devida a presenca de componentes ferromagnéticos da amostra.
Quando ovos dos dois parasitos sdo comparados observa-se uma separagcao maior
das curvas no S. japonicum do que no S. mansoni, além de permanecer no campo
de momento magnético positivo indicando a presenca de uma quantidade maior de

material ferromagnético.
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Fig. 1: Momento magnético dependente de temperatura apés o ZFC e FC para ovos

de S. mansoni.
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Fig. 2: Momento magnético dependente de temperatura apdés ZFC e FC para ovos

de S. japonicum.
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Quando plotadas em funcado do inverso da temperatura (1/T) as medidas
ZFC-FC apresentam duas linhas razoavelmente retas indicando a presenca de
componentes paramagnéticos para as duas amostras. Novamente o S. japonicum
apresenta uma quantia maior de componente paramagnético que o S. mansoni,

figuras 3 e 4 para S. mansonie S. japonicum, respectivamente.
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Fig 3: Curva ZFC-FC de S. mansoniem fungéo do inverso da temperatura.
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Fig. 4: Curva ZFC-FC de S. japonicum em fungao do inverso da temperatura.
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DISCUSSAO

Este artigo relata a primeira caracterizagdo magnética de ovos do parasito
hematofago Schistosoma spp.. Nossos achados demonstram a presenca de material
com momento magnético remanescente em temperatura ambiente na casca do ovo
das duas espécies analisadas. Acredita-se que esse material ferromagnético seja
magnetita (Fes04), pois sua presenca € descrita em diversos seres vivos €
apresenta propriedades magnéticas do tipo ferromagnético (Noguchi et al. 1999;
Schiller & Frankel 1999). Os esquistossomos nutrem-se de sangue e por
hemoglobindlise liberam o grupo heme da hemoglobina. Heme € indicada como a
possivel fonte de ferro na dieta desses parasitos (Toh et al. 2010).

A eliminagdo do excesso de ferro liberado durante a biossintese na forma de
magnetita poderia ser mediada via biomineralizacdo induzida (Schiler & Frankel
1999).

A presenca de diversos poros na casca do ovo de S. mansoni poderia
explicar a menor quantidade de material ferromagnético quando comparado com o0s
ovos de S. japonicum que apresentam uma estrutura uniforme sem a presenca de
poros (Neill et al. 1988; Jones et al. 2008).

Além da presenca de material ferromagnético, também ha material
paramagnético, de acordo com os graficos das figuras 3 e 4. Novamente ocorre a
maior presenca de material paramagnético no S. japonicum devido a uma maior
diferenca nas curvas ZFC-FC.

A ferritina é a principal proteina de armazenamento de ferro do figado e
apresenta um comportamento antiferromagnético quando analisada pelo SQUID. De

acordo com o resultado das analises é possivel afirmar que as amostras utilizadas
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no experimento estdo livres da contaminagcdo de tecido hepatico, pois seu
comportamento apresenta uma anomalia a baixas temperaturas (Friedman et al.
1997; Makhlouf et al. 1997).

A origem do material paramagnético € desconhecida, podendo ser um
indicativo da presenga de hemozoina. A hemozoina é o produto da cristalizagdo da
heme livre em pigmentos escuros como forma de digestao do sangue e encontra-se
presente em grande quantidade no lumen intestinal do S. mansoni, podendo ser
resultado do processo de biomineralizagao induzida como forma de desintoxicacao
do parasito (Oliveira et al. 2005). A composicdo quimica da heme é baseada na
ligagdo de um atomo de ferro a 4 atomos de nitrogénio do anel pirdlico da
protoporfirina IX (Toh et al. 2010).

As microandlises por EDS em experimentos prévios ndo demonstraram a
presenca de nitrogénio no espectro sendo improvavel a presenca de hemozoina nos
ovos de Schistosoma (dados nao mostrados).

Imagens subsequentes geradas a partir da andlise elementar de ovos no
microscopio eletrénico de transmissdo indicam a presenca de particulas contendo
alto teor de fosforo, oxigénio e ferro e podem ser responsaveis pelo comportamento
paramagnético do ovo.

A possivel presenca de magnetita e de outro composto desconhecido com
propriedades paramagnéticas possibilita 0 uso de técnicas de separagcao magnética,
como descrito por Teixeira et al. (2007), para melhorar o diagnéstico da
esquistossomose. Estes achados estimulam novas investigagcdes sobre as rotas
metabdlicas envolvendo o metabolismo do ferro em helmintos, o que podera resultar
em novas modalidades de tratamento e melhor entendimento da fisiologia dos

esquistossomos.
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CONCLUSOES GERAIS
Ha diferenca entre caracteristicas biolégicas do cepa Esteio do S.mansoni e
dados da literatura sobre isolados de outras areas geograficas no que se
refere a relagdo macho:fémea e o niumero de vermes machos encontrados.
A baixa taxa de infeccado das cercarias associada com a presenca da alta taxa
de infeccao unissexual de machos possibilita inferir que o foco de transmissao
de Esteio mantém-se proximo a um limiar, abaixo do qual a erradicacao via
acao antrépica ou a extingdo possa ocorrer por causas naturais.
Existe ferro na casca do ovo do S. mansoni, de forma dispersa de elementos
quimicos e compostos quimicos.
A presenca de duas formas (elemento quimico e composto quimico) sugere
que os atomos de ferro atuam no processo de biossintese do ovo e os cristais
como forma de desintoxicacdo, sendo eliminados na forma de pequenos
cristais, possivelmente magnetita.
O elemento ferro ndo foi encontrado nos ovos dos parasitos das espécies
Ascaris lumbricoides, Haemonchus contortus, Fasciola gigantica e
Fascioloides magna. Com os dados desse trabalho ndo é possivel confirmar a
hipétese da presenca de ferro na casca dos ovos com as categorias
taxon6micas ou habitos alimentares dos parasitos analisados.
A descoberta de propriedades magnéticas do tipo paramagnético e
ferromagnético na casca do ovo do Schistosoma contribui para a explicagao
do mecanismo do método Helmintex e abre possibilidade para o

desenvolvimento de novos diagndsticos e formas de tratamento.
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ANEXO

Tabela evidenciando os elementos quimicos encontrados em comum e caracteristico de

cada ovo examinado pela microandlise por raios —X (EDS).

Helminto Elementos em comum Elementos caracteristicos
Ascaris lumbricoides C,0O,Na, Si, P, S Cl, K
Haemonchus contortus C,0O,Na, Si, P, S
Fascioloides magna C,0,Si,P, S Ca
Fasciola gigantica C,0O,Na, Si,P, S Ca, Cu
Schistosoma mansoni C,0O,Na, Si, P, S Ca, Fe

Legenda: C: carbono; O: oxigénio; Na: sédio; Si: silicio; P: fosforo; S: enxofre; Ca: calcio;

Cu: cobre; Fe: ferro; Cl: cloro; K: potassio
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