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RESUMO

Variagdes fenotipicas intra e inter-populacionais de Schistosoma mansoni ocorrem em vérias
areas geograficas. A heterogeneidade genética do parasita contribui para a observada variag8o
fenotipica na interagio parasita-hospedeiro, desempenhando um importante papel na
epidemiologia da doenga. A diferenca fenotipica mais estudada, no entanto, é a resposta a
quimioterapia, visto que ela € bastante relevante para o controle da esquistossomose. Com o
objetivo de observar e avaliar a variabilidade genética entre linhagens brasileiras com
caracteristicas distintas e inferir relagdes filogenéticas entre elas, o DNA foi isolado de um “ pool
“ de vermes das linhagens BH, SJ1, SJ2, Ouh, LE e MAP. O RAPD foi processado com 5
iniciadores com seqiiéncias de nucleotideos aleatérias. O RAP-PCR , por sua vez , foi realizado
com o intuito de observar a variabilidade em regides codificadoras do genoma. Os dois métodos
se mostraram capazes de distinguir linhagens gerando marcadores moleculares intra-especificos.
Um desses marcadores foi seqiienciado e mostrou alta homologia de nucleotideo (99%) com uma
sequéncia humana e 89% com gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase humana, proteina j4
correlacionada com a inducgfo de resisténcia a reinfeccdio com S. mansoni e S. haematobium. O
marcador G400-9 mostrou alta homologia de nucleotideo, confirmada pela alta homologia de
aminoacido com transposase de TN10. Outro marcador sequenciado foi o CBH300-10 que
apresentou alta homologia de nucleotideo com o gene do ribossomo 28S. Outros marcadores
interessantes foram observados na linhagem tolerante Ouh: Ouh250-10 e Ouh200-11, com os
iniciadores Rd10 (GGGTAACGCC) ¢ Rd11 (GTGACTGCAG). Nio detectamos marcadores
especificos para a linhagem MAP, resistente a0 oxamniquine, e sim um perfil eletroforético
distinto com o iniciador Rd7 (TGCCGAGCTG). Na construgdo de 4rvores filogenéticas
Neighbor-joining, quando foram inferidas as 4reas geograficas das linhagens, obteve-se um
dendograma formado por dois grupos distintos, um de linhagens paulistas e outro de mineiras. O
dendograma obtido quando inferiu-se o tipo de hospedeiro intermediario revelou a formacéo de 3
grupos. A linhagem LE, mantida em laboratério sem retro-alimentacdio, pertence a um grupo
externo bastante diferente dos demais. As linhagens BH, SJ1 e SJ2 foram agrupadas entre si,
possivelmente em fung¢do do fluxo génico existente entre elas, e a linhagem Ouh foi estabelecida

em um terceiro grupo. Estes dois tltimos grupos (um formado pelas linhagens BH, SJ1 e SJ2, e



outro pela linhagem Ouh), com linhagens de manutencgio recente em laboratério ou com retro-
alimentag@o, s@o mais relacionadas entre si que com a LE. Acreditamos que a maior distincia
genética desta linhagem em relac#o as outras se deva a sua longa manutencio em laboratério com
fixagfio de determinados alelos. As relages filogenéticas observadas nas 4rvores Neighbor-
joining corroboram as caracteristicas fenotipicas distintas das linhagens e estas podem ser

distinguidas e diagnosticadas por marcadores moleculares obtidos por RAPD ¢ RAP-PCR.



ABSTRACT

Phenotypical variation intra and inter-populational of Schistosoma mansoni ocurred in
several geographic areas. The genetic heterogenicity of the parasite contributes for phenotypic
variation in the parasite-host interaction, representing an important role in the disease
epidemiology. The more studied phenotypic difference, however, is the response to
chemotherapy, so that is very relevant in the schistosomiasis control. The DNA was isolated
from a pool of worms of the strains: BH, SJ1, SJ2, Ouh, LE and MAP, with the finality to
observe and evaluate the genetic variability among brazilian strains, with different characteristics,
and infer phylogenetic relations among them. The RAPD was processed with 5 random primers.
The RAPD-PCR was realized with the finality to observe the variability in codificators regions of
genome. The two methods showed to be able to distinguish, generating molecular markers of
strains. One of this markers was sequenced and showed high homology of nucleotides (99%)
comparing to a human sequence and 89% with human glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase, protein already relationed to the induction of resistance to the reinfection with S.
mansoni and S. haematobium. The marker G400-9 showed high homology of nucleotides
confirmaded for high homology of amino acid with transposase of TN10. Other marker
(CBH300-10) was sequenced and apresented high homology with ribosomal 28 S gene Other
interesting markers were observed in tolerant strain Ouh: Ouh250-10 and Ouh200-11, with the
primers Rd10 (GGGTAACGCC) and Rd1l (GTGACTGCAG). Specific markers were not
detected by us for MAP strain, resistant to oxamniquine, and a distinct PCR product profile with
the primer Rd7 (TGCCGAGCTG). In the construction of phylogenetic trees Neighbor-joining,
after the geographic areas of strains were infered, a dendogram was obtained formed by two
differents groups, one of paulistas strains and another of mineiras. When the type of intermediate
host was infered the obtained dendogram revealed the formation of three groups. The LE strain
kept in laboratory without retro-feed, belong to a external group very different from the others.
The BH, SJ1 and SJ2 strains were grouped among them, possibly, in function of the genic flux
existent among them, and the strain Ouh was established in other group. This last two groups,
with recent laboratory maintenance strains or with retro-feed, are more related among them, than

to LE strain. We believed that the major genetic distance from this strain in relation to the others
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should be because the long maintenance in laboratory with the establishment of the allels. The
phylogenetic relations observed in trees Neighbor-joining corroborate the different phenotypic
characteristics of strains and this should be distinguished and diagnosed by molecular markers

obtained by RAPD and RAP-PCR.
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Introdugio

1. INTRODUCAO

1. Histérico/Evolucio da doenca

Sabe-se hoje, sem a menor divida, que as esquistossomoses sfo doengas humanas antigas.
Este fato foi comprovado por achados de ovos de Schistosoma em mimias egipcias e chinesas
do ano 3.500 a.C. (AMARAL & PORTO, 1994) e por hieréglifos representando a hemataria no
papiro de Kahun (FAROOQ, 1973).

O reconhecimento das diferentes espécies de agentes etioldgicos das esquistossomoses
comega com a descoberta de Theodore Bilharz, médico e bidlogo alemio, que migrou para o
Egito em 1850 onde posteriormente foi contratado como professor de anatomia na Cidade do
Cairo. Durante a realizacfio de uma autdpsia de um individuo do sexo masculino, Bilharz
isolou, em 1851, um parasita do sistema porta-hepatico. Tratava-se de um trematédeo ainda nfo
descrito e que por apresentar um nitido dimorfismo sexual e habitat intravascular, foi
denominado Distomum haematobium. O relato desse estudo foi publicado em uma revista de
zoologia alemd no ano seguinte (JARCHO, 1968). Alguns anos depois (1858), Weiland sugeriu
a denominac@io Schistosoma, em funcdo da fenda corporal caracteristica apresentada pelos
machos (ROLLINSON & SOUTHGATE, 1987). No ano seguinte, Cobbold, pretendendo
homenagear Bilharz, propds a denominacdo Bilharzia para o género; todavia acabou por
prevalecer a denominagfio Schistosoma, sobretudo em respeito as regras de nomenclatura
cientifica (ROLLINSON & SOUTHGATE, 1987). Em 1907, SAMBON descreveu o
Schistosoma mansoni, cujos ovos té€m espiculo lateral, como uma espécie distinta do
Schistosoma haematobium, cujos ovos tém espiculo terminal. As observagGes desse autor
foram independentemente vistas por Piraja da Silva, na Bahia, mas a denominac8o da espécie
coube a Sambon. As descobertas que se seguiram a esses achados permitiram a identificacgo
das diferentes espécies do género Schistosoma, a compreensdo dos seus ciclos de transmisso e
o papel de hospedeiro intermedidrio desempenhado pelas diferentes espécies de moluscos
(AMARAL & PORTO, 1994).

A antiga relag8o Schistosoma-homem atingiu um nivel de desequilibrio tdo favordvel ao

parasita que o homem proporciona aos vermes adultos protegfo fisica e nutrientes suficientes

13



Introducio

para que eles sobrevivam por até mais de vinte anos, inclusive produzindo ovos. Ao lancar os
ovos do Schistosoma no meio ambiente, 0 homem funciona, durante todo o tempo de vida do
verme, como agente favorecedor da sua perpetuaciio e como fonte disseminadora da doenga.
Estabelecidas essas relagdes € facil compreender porque a esquistossomose € uma das doencas
mais difundidas no mundo. As correntes migratérias que se processam, na maioria das vezes, de
maneira cadtica e sem os devidos cuidados sanitdrios, promovem a dispersio das populacdes
humanas, fazendo com que os portadores da parasitose disseminem a doenca (AMARAL &
PORTO, 1994). Atualmente, a esquistossomose é endémica em 76 paises, sendo a segunda
endemia parasitiria do mundo, depois da maléria (WHO, 1991).

Acredita-se que a esquistossomose foi introduzida no Brasil, a partir dos portos de
Salvador e Recife, com o estabelecimento do modo de produgiio escravagista na cultura da
cana, em meados do século XVI. Algumas décadas depois do descobrimento, Jé4 havia
referéncia a4 chegada de navios com escravos africanos, oriundos de regiio endémica.
Estabelecidos os primeiros focos, a doenga dispersou-se inicialmente por contiguidade.
Posteriormente, propagou-se a distdncia devido as migracBes internas, impulsionadas pelos
ciclos econdmicos da borracha, café e ouro, e a distribuicdo dos moluscos suscetiveis
(LOUREIRO, 1989; AMARAL & PORTO, 1994).

Durante anos a esquistossomose permaneceu incégnita no Brasil, até que o médico baiano
Piraja da Silva reconheceu sua existéncia no pais, em 1907, e descreveu, em 1908, o verme
adulto do S. mansoni. Bsta € a Unica espécie que encontrou condigdes de adaptacdo nas
Américas (AMARAL & PORTO, 1994). Em nosso pais, estima-se que existam 30 milhoes de
pessoas expostas ao risco de infecgio (WHO, 1993) e 6-7 milhdes de portadores (KATZ &
PEIXOTO, 2000), sendo esta a terceira causa de Obito entre as grandes endemias rurais
brasileiras. Ela € popularmente conhecida como “xistose”, “barriga d’ 4gua” e “mal do
caramujo”.

Nos anos que antecederam ao aparecimento de medicamentos que pudessem ser usados em
larga escala no tratamento da esquistossomose, o controle dessa endemia se baseava quase que
exclusivamente no combate aos moluscos, o que restringia bastante o tratamento dos portadores
(AMARAL & PORTO, 1994). Este combate ficou limitado praticamente aos métodos quimicos

(sulfato de cobre, pentaclorofenato de sédio e niclosamida) e, em menor escala, aos métodos
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Introducio

fisicos (aterro de cole¢bes hidricas intteis, limpeza e retirada da vegetagio aquatica etc)
(FARIAS, 1968), uma vez que as técnicas de controle bioldgico testadas experimentalmente
nfo puderam, até hoje, ser utilizadas eficazmente em condi¢cdes de campo (AMARAL &
PORTO, 1994). De qualquer modo, o controle do molusco € um meio rapido e efetivo reduzir a
transmissfo da doenga, uma vez que embora o miracidio penetre em virias espécies de
molusco, existe um alto nivel de especificidade do Schistosoma aos seus hospedeiros
intermedidrios.

As migragGes humanas no sentido rural-urbano, como vem acontecendo no Brasil, na
medida em que dissemina e aumenta o numero de portadores, pode estar favorecendo o
aumento de outras manifestacdes clinicas relacionadas a esquistossomose, como o agravamento
da hepatite B, salmonelose e neuroesquistossomose. Por outro lado a migragfo rural-urbana
contribue para a diminui¢do do numero das formas graves hepato-intestinais e hepato-
esplénicas e consequente mortalidade, ocasionado pela diminui¢fo da frequéncia de exposigio
a doenca e pela possibilidade de maior acesso ao tratamento da populagfo urbana (AMARAL &
PORTO,1994).

Considerando o poder de mobilidade da populagdo brasileira nos tempos atuais e a
melhoria das condi¢fes sanitdrias, em menor ou maior grau, a extensdo da endemia fica
dependendo da distribuicdo dos hospedeiros invertebrados e, principalmente, da variag@io da
suscetibilidade ao S. mansoni de diferentes linhagens de planorbideos capazes de atuar como
hospedeiro intermedidrio. As trés espécies de importdncia epidemioldgica, no Brasil, sfo:
Biomphalaria glabrata, Biomphalaria straminea € Biomphalaria tenagophila. A B. glabrata é
o hospedeiro mais eficiente, presenca sempre associada & esquistossomose, seja nas extensas
areas endémicas ou em pequenos focos de transmissfo. A B. straminea embora considerada
hospedeiro intermedidrio menos eficiente, em condi¢des de laboratério em comparagdo com
linhagens suscetiveis de B. glabrata (CNPq, 1978), € considerada muito importante no
nordeste, do ponto de vista epidemiologico, devido a sua ampla distribuicdio e por estar
associada a elevados indices de infeccdo humana e formas graves da doenga (CNPg, 1978;
PARAENSE, 1992). A B. tenagophila, a menos eficiente das trés espécies, € propria do sul do

pais, principalmente S@o Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo e Santa Catarina.

15



Introducio

O desenvolvimento bem sucedido de S. mansoni em B. glabrata ¢ influenciado pelas
caracteristicas genéticas do parasita (BASCH, 1975) e do molusco (PARAENSE & CORREA,
1963a). Ainda de acordo com BASCH (1975), o sucesso deste desenvolvimento estd associado
principalmente 4 conformagfio molecular do esporocisto que governa a capacidade do
hospedeiro em detect-lo como corpo estranho, apresentando uma reagdo amebocitdria ao seu
redor. A compreenséo da genética envolvida nesta complexa relagio parasito-hospedeiro tem
levado frequentemente a discussdes sobre métodos de introducdo de B. glabrata resistente no
campo como um meio de controle biolégico do parasita. Para o molusco, sua suscetibilidade
juvenil ao parasita € controlada pelo menos por quatro genes, considerando que um gene parece
ser responsavel pela suscetibilidade do adulto.

McCUTCHAN et al. (1984) distinguiram linhagens de S. mansoni que exibiam diferentes
indices de infectividade para o molusco, baseando-se no padrio de bandas gerado pela
hibridizag8o de primers de rRNA no Southern blot.

Obtendo DNA da progénie F2 de moluscos oriundos de cruzamentos parentais entre
caramujos resistentes e suscetiveis ao parasito, LEWIS (1995) tem pesquisado marcadores
moleculares para fendtipos resistentes ou suscetiveis. Utilizando RFLP, ele no tem encontrado
marcadores, entretanto, com RAPD, muitos resultados promissores tém sido observados, como
um marcador de 1,3 Kb que aparece em todas as progénies resistentes e outro de 1,1 Kb que
aparece em todas as progénies suscetiveis.

Devemos levar em conta, também, que a press3o seletiva do hospedeiro (LOVERDE et al.,
1985) e a diminui¢do da variabilidade genética sdio aspectos importantes no estudo das
linhagens recém-isoladas e daquelas mantidas rotineiramente em laboratério. A variabilidade
genética, em termos de tRNA foi observada entre linhagens brasileiras de Schistosoma
derivadas de um hospedeiro definitivo infectado ou de pequenas amostras de cercérias coletadas
no campo (efeito fundador) (VIEIRA et al., 1991). Esses autores sugerem que exista maior
heterogeneidade em populagbes naturais que naquelas mantidas em laboratério. Isto pode
resultar, pelo menos em parte, de selegéo induzida pelo hospedeiro vertebrado, levando a uma
diminui¢fo da variabilidade genética do parasita, devido & fixacdo de um ou outro alelo

envolvido na manifestacdo de determinado carater. Uma linhagem recém-isolada ou mantida ha
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pouco tempo em laboratdrio retrataria mais fielmente o que ocorre no campo (VIEIRA et al.,

1991).

2. O parasita

66

O parasita € um trematoédeo ( * corpo com orificios “ ) do género Schistosoma, familia
Schistosomatidae, sub-classe Digenea e classe Trematoda, de habitat intravascular no homem ou
em outros hospedeiros vertebrados. A caracteristica principal da familia € o acentuado
dimorfismo sexual. Doze géneros sfo descritos na familia Schistosomatidae, dos quais cinco
infectém mamiferos e apenas o género Schistosoma estd associado ao homem. No género
Schistosoma, cinco espécies podem infectar o homem: S. mansoni, S. haematobium, S.
intercalatum, S. japonicum, S. mekongi. A distingdo entre elas estd baseada em critérios
morfoldgicos, bioquimicos, parasitologicos e patolégicos.

O verme macho apresenta estrutura anatdmica adaptada para conter e manter uma estreita
relagdo com a fémea. A parte anterior do seu corpo € curta e cilindrica, na qual encontra-se um
par de ventosas que permite a fixa¢8io do parasita no interior das veias mesentéricas do
intestino. A parte posterior é larga e dobrada no sentido do eixo longitudinal, formando uma
fenda denominada canal ginecéforo. O tegumento do macho apresenta tubérculos e espiculas
que facilitam a sua fixac8o na luz das veias mesentéricas. Ele funciona como uma interface
entre o parasita e o hospedeiro, constituindo-se na principal linha de defesa contra os
mecanismos imunitarios. As fémeas sfo estrutural e fisiologicamente bastante diferentes dos
machos, estando sua anatomia envolvida na producfo de ovos. Elas so filiformes, mais longas

que o macho e exibem também ventosas oral e ventral.

3. Ciclo de vida

O S. mansoni possui um ciclo biolégico (Esquema 01) do tipo heteroxénico com alternancia
de geracdes, diferentes estdgios de desenvolvimento e duas formas aquéticas livres. Estas
caracteristicas refletem a existéncia de dispositivos adaptativos finamente regulados e que

ilustram a versatilidade metabdlica do esquistossoma.
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Os vermes atingem o estigio adulto no hospedeiro definitivo (homem, principalmente), onde
produzem ovos. Estes, uma vez em contato com dgua doce, e sob uma série de fatores tais como a
baixa pressfo osmotica, presenga de luz e temperatura entre 25°C e 30°C, eclodem liberando a
primeira forma livre do parasita, o miracidio. Esta forma embrionaria nada livremente até
encontrar o hospedeiro intermedidrio, onde iniciard um estdgio multiplicativo assexuado
(ROLLINSON & SOUTHGATE, 1987). A penetragio ocorre via pés e antenas do caramujo em
70% de casos, entretanto pouco se sabe sobre os mecanismos que permitem a localizaciio e
penetragdo ativa do miracidio no hospedeiro intermediério. Dois dias apés a penetracio, o
miracidio desenvolve-se em esporocisto primério, uma estrutura composta por células
germinativas limitadas por um tegumento. Apés a exposicio do caramujo, 0 esporocisto primario
rompe-se liberando até 500 esporocistos secundarios, cada qual contendo uma nova geragfo de
aproximadamente 100 células germinativas. Estes esporocistos secundérios migram através do
sistema hemolinfatico do hospedeiro intermediério até atingirem o hepatopancreas ou o ovotestis,
onde dardo origem as cercérias, cerca de trinta dias apés a infecgdo.

A cercaria € a segunda forma larvar livre do ciclo e também aquela que infecta o homem.
Elas abandonam o caramujo, provavelmente em resposta & um estimulo termo-fotoquimico, e
nadam ativamente até encontrarem o hospedeiro definitivo. Sio atraidas pelos lipidios da pele
deste e liberam vérias enzimas hidroliticas armazenadas nas glandulas preacetabulares, o que
permite sua invasdo através do tecido. Durante a penetragio a cercaria perde a cauda e o
glicocalix que reveste seu tegumento, dando origem ao esquistossémulo. Apés trés a quatro dias
na camada subcutdnea, ele realiza uma complexa migragdo até se alojar nos vasos do sistema
porta-hepdtico. Durante a migragdo pelos pulmdes, sofrem modificacdes em sua superficie
externa que eventualmente o tornam resistente & acfio do sistema imune do hospedeiro (BASCH
& SAMUELSON, 1990).

Apds a passagem pelos pulmdes, o esquistossdmulo migra para o sistema porta-hepético 6-7
dias ap6s a infecgfo, etapa na qual ocorre o pareamento entre parasitas imaturos de sexos opostos.
O casal de parasitas migra para as veias mesentéricas onde completa 0 amadurecimento e ocorre a
postura dos primeiros ovos, cerca de 5 semanas apés a infeccfio. A fémea madura é capaz de
produzir um ovo a cada cinco minutos, que podem atingir a corrente sanguinea alojando-se em

diversos Orgdos, ou entdo atravessar a mucosa intestinal sendo eliminados com as fezes. A
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producdo de ovos pelo casal de vermes € o principal evento responsével pela maior parte do
processo patolégico na esquistossomose. A deposi¢do de ovos pelos parasitas provoca a formacgéo
de granuloma no figado e em outros Odrgdos que culminam, em varios casos, em
hepatoesplenomegalia e hipertensdo portal (DIAS NETO et al., 1993b).

A presenca de fezes contaminadas na 4gua doce na vizinhanga de uma comunidade,
juntamente com a ocorréncia local de um caramujo permissivo, completa o ciclo vital do

esquistossoma.

Esquema 01. Ciclo de vida do Schistosoma mansoni
A) Vermes adultos acasalados, B) Ovos eliminados com as fezes,
C) Miracidio, D) Esporocisto primério e esporocistos secundarios
E) Cercérias (REY, 1991)

4. Genética do Schistosoma

O Schistosoma mansoni é um trematdédeo digenético didico cujo genoma nuclear compreende

2,7x10® pares de bases (SIMPSON et al., 1982). Ele possui poucos introns e ¢ composto de 4-8%
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de sequéncias altamente repetitivas e de 60% de sequéncias presente em uma {inica c6pia, e &
particularmente rico em A e T (66%). O género Schistosoma possui 7 pares de cromossomos
autossdmicos e um par de cromossomos sexuais (macho homogamético ZZ e fémea

heterogamética ZW) (SHORT et al., 1980; GROSSMAN et al., 1981) (Esquema 02).

Z W

Esquema 02. Mapa cromossdémico do Schistosoma mansoni

(TANAKA et al, 1995)

Os vermes do género Schistosoma séo considerados modelos ideais para o desenvolvimento
de estratégias de mapeamento genético porque eles tém um tamanho pequeno de genoma (270
Mb) comparével a modelos bem caracterizados tais como Caenorhabditis elegans (100 Mb) e
Drosophila (165 Mb), e contém genes funcionais com alta homologia aos genes de hospedeiros
mamiferos (CAPRON et al., 1992; MAIZELS et al., 1993).

O complexo ciclo de vida do parasita implica em numerosas mudangas morfolégicas,
fisiologicas e bioquimicas, sendo seu genoma regulado por uma expressdo diferencial de genes.
Além dos genes constitutivos, pode-se esperar a existéncia de dois grupos: um primeiro grupo
regulado pelo stress (térmico, osmético ou oxidativo) e o segundo regulado ao longo do
desenvolvimento do parasita (ROLLINSON & SOUTHGATE, 1987).

Foi descrito em S. mansoni a presenca de introns muito pequenos (30-50 pb) (DUVAUX-
MIRET et al., 1991; ROCHE et al., 1994), genes com introns de tamanho superior a 3 Kb, como é
o caso da glutationa peroxidase (ROCHE et al., 1994) e da glutationa S-transferase 28 KDa (Sm
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28GST), (McNAIR et al., 1993) e genes que ndo possuem introns, por exemplo aqueles que
codificam as proteinas da casca do ovo (BOBEK et al., 1988, 1989). Devido a seu potencial como
alvo para imunoterapia e quimioterapia, as enzimas GSTs tém sido muito estudadas. A Sm28GST
¢ a mais abundante, representa 2-4% das proteinas totais do verme adulto, e mostrou ser o
principal antigeno do parasita. A imunizagfo com a enzima purificada ou recombinante induziu
protec8o contra a infecgdo em diferentes modelos experimentais (BALLOUL et al, 1987a,

1987b; BOULANGER et al., 1991).

5. Quimioterapia

O tartaro emético, droga usada anteriormente, causava elevada toxicidade e tinha que ser
administrada por via parenteral, sob supervisdo médica (CHRISTOPHERSON, 1918). As
pesquisas empiricas avangaram, portanto, no sentido de sintetizar drogas ativas, administradas
por via oral e livres de metal. Varias drogas foram utilizadas e atualmente a Organizagéo
Mundial da Satde sugere o metrifonato, oxamniquine e praziquantel (Esquema 03) como as
principais drogas para o tratamento das esquistossomoses humanas (WHO, 1993), sendo as
duas ultimas as drogas de escolha na terapéutica da esquistossomose mansonica.
Principalmente depois de 1970, com o surgimento do oxammiquine, o tratamento dos
portadores ganhou relevancia como medida de controle da esquistossomose porque essa droga €
mais eficaz, mais segura e de ficil administracio (AMARAL & PORTO, 1994). O
praziquantel, por sua vez, possui menor custo de produg@o (LI et al., 2001).

Apés mais de 20 anos de programas de controle da esquistossomose em nosso pais, a
quimioterapia tem se mostrado uma importante ferramenta para o controle da morbidade e
diminuic¢8o da prevaléncia e incidéncia em areas endémicas (KATZ, 1998). Todavia, a médios e
longos prazos, sanitarizacgo, abastecimento de dgua, drenagem de esgotos e educac@o sanitaria
parecem ser as verdadeiras ferramentas quando o objetivo € o controle persistente e definitivo
da esquistossomose (KATZ, 1998).

O largo uso dos quimioterdpicos no tratamento e controle de doengas infecciosas ao longo
deste século pode ser apontado como fator principal no desenvolvimento da resisténcia a drogas.

O controle das esquistossomoses humanas poderia ser mais bem sucedido, se realizado por meio
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de agdes conjugadas, sendo as drogas apenas uma das medidas auxiliares na profilaxia da doenga
juntamente, por exemplo, com controle de moluscos e educagio em escolas e hospitais como na
China (LI et al., 2001). Em 1971, ROGERS & BUEDING - para quem a resisténcia é
geneticamente transferida — relataram pela primeira vez a ocorréncia, em laboratério, de
esquistossomos resistentes a drogas. Em 1973, no Brasil (DIAS et al, 1978b, KATZ et al., 1973),
e em 1987, no Quénia, apareceram os primeiros relatos de resisténcia de linhagens de S. mansoni
isoladas de pacientes que, apesar de tratados, néio lograram cura parasitolégica.

As pesquisas atuais de procura de novas drogas devem, portanto, levar em consideracio o

fenémeno da resisténcia aos esquistossomicidas.
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Esquema 03. Drogas esquistossomicidas
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6. Resisténeia a drogas

Espécie, sexo e estdgio de desenvolvimento sfo fatores importantes na suscetibilidade do
parasita aos esquistossomicidas. O oxamniquine, por exemplo, mata preferencialmente
parasitas machos e o praziquantel, vermes fémeos (DELGADO et al., 1992). Todavia, deve-se
ressaltar que essas caracteristicas ndo podem ser confundidas com resisténcia, que implica na
reducdo da sensibilidade 2 droga (MARSHALL, 1987). A resisténcia ocorre quando uma
populacdo infectada, previamente suscetivel, ndo responde bem a dose terapéutica usual de uma
droga. Esta perda de sensibilidade € geneticamente transferida. A alteracdo no gene pode levar a
uma resisténcia parcial (tolerdncia) ou total (resisténcia). Em termos evolutivos, mutacio e
selegdo também sfo fendmenos decisivos na produgfo de resisténcia a drogas. Ja a tolerdncia
estd presente em uma populacio de organismos que nunca respondeu adequadamente 2
terapéutica (DAVIS, 1993). Tais diferencas sdo teéricas, pois, do ponto de vista prético,
tolerancia e resisténcia tém o mesmo valor clinico.

Teoricamente, a resisténcia a droga pode ser classificada como intrinseca (natural) ou
adquirida. Do ponto de vista prético, a distingfo pode ser feita determinando se o organismo ou
célula em questdo era resistente na época que o tratamento comecou (resisténcia intrinseca) ou
se inicialmente era sensivel e se tornou resistente ap6s o tratamento (resisténcia adquirida).

A resisténcia intrinseca descreve uma situacdo onde um organismo, ou célula, possui uma
caracteristica que permite a todos os membros da espécie tolerar uma determinada droga ou
ambiente quimico. Neste caso, a caracteristica responsavel pela resisténcia € inerente, propria
da espécie que surgiu através de processos evolutivos. Os seres vivos habitam um ambiente
adverso no qual todos os organismos t€ém que se proteger para assegurar a continuidade da
existéncia. Assim sendo, todos os organismos vivos vio exibir graus variados de resisténcia
intrinseca aos componentes aos quais estdo normalmente expostos. J& o termo resisténcia
adquirida ¢ usado para descrever os casos onde um organismo resistente pertence a uma
populagdio anteriormente sensivel 4 droga. A caracteristica bioldgica responsdvel pela
resisténcia pode ndo estar expressa na maior parte da populagfo ou mesmo estar ausente.

A distin¢8o entre resisténcia adquirida por meio de selegfo natural e resisténcia intrinseca a

droga € baseada na frequéncia com a qual o gene mutado € observado na populag¢@o em questio.
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Estas mudangas ocorrem independentemente da exposicio & droga e fazem parte da variagio
biolégica. Em muitos casos de resisténcia adquirida, a selecdo natural, juntamente com a
mutagZo e variagdo bioldgica, € o processo mais provavel para explicar o fenétipo resistente.

Os principais tipos de alteragdes genéticas que podem estar envolvidos no mecanismo da
resisténcia adquirida sfio: mutagSes e amplificacbes de genes especificos diretamente
envolvidos no padréo de protegio; mutagSes em genes que regulam processos de resposta ao
stress e levam & expressdo alterada de vérias proteinas; e transferéncia de genes (HAYES &
WOLF, 1990). Consequentemente, estes mecanismos genéticos podem gerar viérios
mecanismos bioquimicos (Esquema 04): redugfio e absor¢io da droga, diminui¢#o do transporte
da droga, aumento da desativago da droga, sequestro da droga para evitar interac8o com o sitio
alvo e; aumento intracelular, alteracSes estruturais, duplicagio das fungbes e aumento de reparo
dos sitios alvo (HAYES & WOLF, 1990).

A resisténcia a drogas resulta da variabilidade genética. Podemos considerar quatro
aspectos dessa variabilidade que estfo relacionados a resisténcia a drogas: ela € grande na
populagdo e se expressa fenotipicamente por meio de alteracdes fisiolégicas, morfolégicas, de
comportamento etc; possibilita que os individuos de uma populagdo enfrentem alteracGes
ambientais, permitindo sua sobrevivéncia, reproducio e adaptacfio a novas circunstincias; ¢ a
matéria-prima sobre a qual a sele¢io age e produz novas populages e eventualmente novas
formas; € resultante de mutagSes que ocorrem espontaneamente (DIAS & GONCALVES,
1992).
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Esquema 04: Mecanismos bioquimicos da resisténcia a drogas

(HAYES & WOLF, 1990)

Quando uma substincia estranha, um agente esquistossomicida por exemplo, € introduzida
em uma popula¢fo, um ou mais genes pode possibilitar que os individuos resistam aos efeitos da
droga e se reproduzam. Se a frequéncia génica for alta e a pressiio seletiva se mantiver, a
populagdo — por auséncia de fatores diluidores, tais como migracdo e mutagfo reversa — pode
apresentar grande numero de individuos resistentes & droga. Se a frequéncia génica e a pressio da
droga forem pequenas, uma discreta resisténcia pode lentamente aparecer. Ndo havendo gene para
a resisténcia quando a substincia for introduzida, principalmente mutagénica, hd ainda a
possibilidade de incorporar mutag@es espontineas no decorrer da selegdo. Desse modo, mais cedo
ou mais tarde, podera surgir uma populag@o resistente (DIAS & GONCALVES, 1992).

O isolamento de linhagens de S. mansoni que sfo geneticamente resistentes ao hycanthone
(droga empregada até 1976) e ao oxamniquine tem sido reportado tanto no campo, quanto em
laboratério (ROGERS & BUEDING, 1971; KATZ et al., 1973; CAMPOS et al., 1976; DIAS et
al., 1982; GUIMARAES et al., 1979; COLES et al., 1987).

BRINDLEY et al. (1989) usaram seqiiéncias de rfRNA como iniciadores para investigar a
base genética da resisténcia ao hycanthone induzida pela exposi¢do de vermes imaturos a droga.
Como ocorre resisténcia cruzada entre hycanthone e oxamniquine, é possivel que as alteracdes

genéticas associadas a expressdo de resisténcia ao oxamniquine podem ser semelhantes aquelas
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descritas para o hycanthone. Marcadores genéticos para resisténcia 4 esquistossomicidas foram
estudados por BRINDLEY et al. (1991) que demonstraram alteracdes no gene 18S de rRNA
relacionadas com a indug8o experimental desta resisténcia ao tratamento com hycanthone. Este
dado parece correlacionar alteragdes ao nivel do DNA e a resisténcia & drogas em determinadas
linhagens de S. mansoni.

CIOLI et al. (1992) analisaram geneticamente duas linhagens (BRR ¢ MAP) do parasita
resistentes a0 oxamniquine/hycanthone e observaram que ambas sofreram mutacdes no mesmo
gene. Essa mutac8o causa a falta de um fator (ou fatores) necessario para que a droga aja (CIOLI
et al, 1993). Um destes fatores, jé determinado, é uma enzima capaz de catalizar ligagdes
covalentes entre a droga ¢ macromoléculas do parasita (PICA-MATTOCCIA et al., 1992). Como
o mecanismo bioquimico da agfio da droga ainda nfo é bem conhecido, seria interessante
determinar se diferentes linhagens resistentes sdo afetadas na mesma fungfio do gene (indicacio
que a droga age em uma Unica etapa) ou se elas so afetadas em diferentes funces (indicaco que
a droga age em varias etapas). Essa questfio s6 poder4 ser respondida quando for determinada a
sequéncia completa dos genes envolvidos na sintese dessas enzimas. Além disso, a
suscetibilidade de diferentes linhagens a drogas esquistossomicidas deve ser avaliada em
diferentes areas endémicas, néo somente para determinar possivel resisténcia de linhagens locais,
mas também para avaliar a época e dosagem mais conveniente para aplicacio da droga
(DELGADO et al,, 1992). A ocorréncia de linhagens de S. mansoni resistentes ou com baixa
sensibilidade a droga usual representa um grande problema de satide publica, especialmente se a
droga ¢ considerada para tratamento de massa (DIAS et al., 1982).

O praziquante]l, amplamente considerada a mais efetiva droga para o tratamento da
esquistossomose, tem produzido um surpreendente baixo nivel de cura e um grande niimero de
efeitos colaterais severos (cOlica, vOmito, urticdria ¢ edema) em uma comunidade do norte do
Senegal. Os efeitos colaterais, encontrados em 3/4 dos pacientes tratados, normalmente sio
suaves e raramente ocorrem em mais que 20% dos pacientes. A incidéncia e severidade dos
efeitos colaterais, neste caso, estdo correlacionados com a intensidade da infecgdio pelo S.
mansoni. Os epidemiologistas acreditam que os parcos resultados do tratamento com praziquantel
ndo sdo provavelmente devido a resisténcia do Schistosoma & droga, que ¢ de introdugio recente

na 4rea, e sim a infecg@o extremamente répida - uma possibilidade favorecida pela intensidade da
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epidemia na 4rea - ou a perda da imunidade nesta populagfo (o praziquantel é conhecido por agir
sinergisticamente com imunidade anti-Schistosoma) (TDR news, 1992). FALLON et al. (1997),
no entanto, confirmaram que a linhagem de Senegal € completamente suscetivel ao oxamniquine
e que sua toleréncia ao praziquante] poderia ser atribuida ao estdgio de maturagdo do parasita na

época da administragdo da droga.

7. Polimorfismo molecular

Até os anos 50, as anélises morfolégicas representaram a mais importante fonte de dados nas
pesquisas taxonOmicas, filogenéticas e evolutivas. O grande salto qualitativo nas técnicas
eletroforéticas, determinado pela produggo do gel de amido (SMITHIES, 1955) associado aos
métodos histoquimicos para coloracio de enzimas levaram, segundo MURPHY et al. (1990), a
uma verdadeira revolugfio nos processos micro € macroevolutivos.

As anélises eletroforéticas de isoenzimas trouxeram grande contribui¢@io e representaram,
durante anos, a mais eficiente abordagem para o conhecimento da variabilidade genética a nivel
molecular, tanto em animais quanto em vegetais (BUTH, 1984; MURPHY et al., 1990). Deve-se
a FLETCHER et al. (1981) o primeiro estudo detalhado sobre polimorfismos enzimaticos em S.
mansoni. Analisando 14 sistemas izoenzimaticos, os autores concluiram que as diferencas
genéticas entre parasitas provenientes de varias regibes geograficas (Africa, sudeste asidtico,
América do Sul e India) era pequena.

Polimorfismos de DNA detectados por iniciadores aleatérios através da reagfio em cadeia de
polimerase (PCR) tém se mostrado marcadores genéticos fiteis no estudo de uma grande
variedade de organismos procariontes e eucariontes (WELSH & McCLELLAND, 1990;
WILLIAMS et al., 1990). O RAPD-PCR envolve amplificacdo de fragmentos de DNA gendmico
com iniciadores curtos e unicos de sequéncias arbitrarias (WELSH & McCLELLAND, 1990;
WILLIANS et al., 1990). Espera-se que a maior parte dos produtos dessa amplificacdo sejam
idénticos em individuos de espécies tinicas. Uma pequena propor¢do € polimérfica, sendo as
formas variantes mostradas pela presenca ou auséncia de bandas amplificadas em diferentes
linhagens de parasitas, ou por variagdes em seu tamanho ou intensidade devido a diferengas nos

sitios de ligacdo do iniciador causadas por mutagSes, delecOes ou insercdes de sequéncias de
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DNA (CARLTON et al, 1995). O método RAPD (WILLIAMS et al, 1990) tem grande
importéncia em epidemiologia, ecologia, satide e agricultura por identificar o grau de similaridade
existente entre as amostras, além de ser répido, de baixo custo e aplicavel a qualquer amostra em
que o DNA possa ser extraido. O RAPD € produzido usando o PCR com iniciadores escolhidos
arbitrariamente que sZo anelados ao “ template “ (derivado do parasita) a baixas temperaturas
(STEINDEL et al,, 1994). Esta técnica permite exame de grande niimero de loci genéticos
independentes néo correspondentes a sequéncias particulares ¢ podem, entdo, ser tomadas como
representativas do genoma (STEINDEL et al., 1994).

A capacidade do RAPD-PCR em produzir marcadores genéticos especificos tem sido
utilizada para diferenciar diversos parasitas, como tripanosomatideos (TIBAYRENC et al., 1993;
WAITUMBI & MURPHY, 1993), coccideos (PROCUNIER et al., 1993; SHIRLEY &
BUMSTEAD, 1994) e Schistosoma (BARRAL et al., 1993; DIAS NETO et al, 1993a). A
técnica, denominada RAPD-PCR, foi usada pela primeira vez em S. mansoni por DIAS NETO e
cols. (1993a) que constataram variabilidade genética limitada em diferentes linhagens desta
espécie. Outros autores, usando a mesma metodologia, conseguiram detectar diferencas entre as
espécies de Schistosoma (DIAS NETO et al., 1993a; DIAS NETO et al., 1993b; KAUKAS et al.,
1994) e demonstrar a pequena variabilidade intra-especifica do S. mansoni (BARRAL et al.,
1993).

WALKER et al. (1989), ROLLINSON et al. (1990) e GASSER et al. (1991), utilizando o
mesmo método, conseguiram identificar cercarias de Schistosoma mansoni e determinar o sexo
destas no campo de maneira rdpida e sensivel, quando comparada com outros métodos
moleculares.

BARRAL et al. (1993) usaram o RAPD-PCR como ferramenta na determinacio de
linhagens de S. mansoni de 4reas geogréficas diferentes: Brasil (Recife), Guadalupe e
Venezuela. PENSCHOW et al., no mesmo ano, utilizaram tal método na identificacdo, em
cortes histologicos do figado de camundongos infectados com a linhagem de Porto Rico, de
ovos que se desenvolveram em esquistossomos fémeos, realizando uma hibridizacio
histoquimica. O método de hibridizagdo histoquimica poderia ser usado, também, na
determinacdo das propor¢des fémea/macho no figado e dos sexos das larvas nos moluscos.

DIAS NETO et al. (1993b) encontraram, em estudos com RAPD, baixo nivel de polimorfismo
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(10% das bandas) quando compararam linhagens de S. mansoni de diferentes regides do Brasil.
Eles concluiram também que o nimero de polimorfismos intra-linhagens foi maior que os inter-
linhagens porque quando um organismo individual de uma tnica linhagem foi analisado,
notaram polimorfismos nfo detectdveis quando da comparagio entre linhagens. Trabalho
semelhante foi realizado por STEINDEL et al. (1993) com linhagens de Trypanosoma cruzi
usando 4 iniciadores arbitrdrios. A andlise do dendograma mostrou que suas inter-relacGes
refletiam sua origem geografica. Estudos anteriores usando marcadores de isoenzimas
(TIBAYRENC & AYALA, 1988), andlise de restricio de kDNA (MOREL et al., 1980; AVILA
et al., 1991) e padrio eletroforético de DNA (MACEDO et al., 1992) ja sugeriam a existéncia
de um grande nimero de formas genéticas continuamente variaveis.

Os dados de RAPD de MORGAN et al. (1993) forneceram uma classificaciio de 14
linhagens de Giardia duodenalis em 10 grupos, enquanto os dados de isoenzima as dividiram
em 10 zimodemas similares.

Estudo com dezesseis linhagens de Trypanosoma rangeli utilizando andlises de isoenzimas
e RAPD, revelou a existéncia de dois grupos distintos: um formado pelas linhagens de Santa
Catarina e outro, pelas linhagens de Honduras, Colombia ¢ Venezuela. A importincia de
estudos com este parasita nfo patogé€nico advém da alta reatividade cruzada com o
Trypanosoma cruzi (patogénico), o que dificulta o diagnoéstico da doenga de Chagas crénica
quando ambas as espécies estfio presentes (STEINDEL et al., 1994).

POGUE et al. (1995) distinguiram, utilizando diversas linhagens de Leishmania donovani e
espécies de Leishmania do Velho Mundo, uma da outra por padrdes de produtos de DNA
amplificado. Estes resultados demonstram que o RAPD-PCR pode ser usado para gerar
produtos de genes particulares em genomas de baixa complexidade.

Anélise de RAPD representada graficamente em dendograma revelou a existéncia de dois
grupos de linhagens de Toxoplasma gondii, um formado por 6 linhagens virulentas e outro por
5 linhagens avirulentas (GUO & JOHNSON, 1995).

De acordo com os trabalhos citados acima e com os dados sobre morfologia, biologia e
quimioterapia das diversas linhagens de S. mansoni j& descritos na literatura especializada,
observamos uma diversidade intraespecifica relacionada a dimensdes e ao comportamento dos

parasitas de regides geograficas diferentes (PARAENSE & CORREA, 1963a, 1963b, 1978,
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1981; SAOUD, 1966; WARREN, 1967, MAGALHAES, 1969; KATZ et al, 1973,
ANDERSON & CHEEVER, 1972; POWERS & CHEEVER, 1972; MAGALHAES &
CARVALHO, 1969, 1973a, 1973b, 1976; MAGALHAES & DIAS, 1973; MAGALHAES et
al., 1975, CHIEFFI, 1975; CAMPOS et al., 1976; DIAS et al.,, 1978, 1983, 1987, 1988;
SANTANA et al., 1978; CARVALHO et al., 1979; ARAUJO et al., 1980; ZANOTTI et al.,
1983; FREITAS et al., 1985; COLES et al., 1986; BRUCE et al., 1987; KINOTTI, 1987,
ZANOTTI-MAGALHAES, 1987; COELHO et al., 1989; FIGUEIREDO, 1991; MELO, 1994:
GOMES, 1996; MAGALHAES, 1996). Esta diversidade gera pardmetros importantes na
avaliag8o da relag@o hospedeiro-parasita, da epidemiologia e da variedade de formas clinicas da
doenga. A variagdo intra-especifica no género Schistosoma pode ser atribuida a diferencas nas
caracteristicas morfologicas secundarias, na suscetibilidade do molusco, na periodicidade da
eliminagdo de cercarias, na suscetibilidade a drogas esquistossomicidas, na capacidade de
desenvolvimento em diferentes hospedeiros, na taxa de crescimento, na producdo de ovos, nos
periodos pré-patentes, na patogenicidade e na imunogenicidade (ROLLINSON &
SOUTHGATE, 1987). Estes aspectos sdo hoje complementados por estudos sobre enzimas,
cromossomos € DNA, com objetivo de encontrar marcadores moleculares para identificar
especies ¢ linhagens e para reavaliar as caracterizagdes e relacdes inter e intra-especificas
estabelecidas por meio de estudos a niveis morfoldgicos e biolégicos.

Seria interessante, portanto, fazer mapeamentos genéticos comparativos com linhagens de
areas epidemiologicamente importantes e com caracteristicas diversas, tais como 4reas rurais e
urbanas, endémicas ou nfo, com e sem press3o de drogas esquistossomicidas etc. Projetos de
mapeamento do genoma fisico e de linkage t8m sido iniciados para as espécies de parasitas
Plasmodium  falciparum, S. mansoni e Brugia malayi (CRAIG & LANGSLEY, 1993;
UNNASCH, 1994; TANAKA et al, 1995) e para os mosquitos vetores Aedes aegypti e
Anopheles gambiae (SEVERSON, 1994). Com os avangos na &rea de Biologia Molecular,
tornou-se possivel o uso de marcadores moleculares ao nivel do DNA como ferramenta poderosa
em diversas dreas da pesquisa. RFLPs (restriction fragment length polymorphisms) e RAPD
(random amplified polymorphic DNA) sfio exemplos de técnicas potenciais a serem usadas no
caso de S. mansont, capazes de detectar variages na sequéncia do DNA (PENA et al,, 1994). A

tecnologia de marcadores moleculares constitui uma poderosa ferramenta para auxiliar na
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caracterizag@o genotipica de espécies € linhagens, no mapeamento de caracteristicas morfolégicas
e bioldgicas, na identificagio dos genes responsdveis pela suscetibilidade e resisténcia dos
caramujos ao parasita, € no esclarecimento dos mecanismos de resisténcia e tolerancia do parasita
as drogas esquistossomicidas. O conhecimento de um completo mapa genémico de ligagio é
fundamental para a aplicagfio dessa tecnologia, pois este fornecerd informacdes basicas sobre a
estrutura do genoma do S. mansoni, como por exemplo, a intensidade de duplicacdo do DNA que
é relevante na clonagem e manipulac8o de genes e em estudos de evolucgio da espécie.

A disting@o das linhagens feita através da identificacfio e caracterizacdio de possiveis
marcadores genéticos proporcionariam um método rapido e sensivel para a identificacfio de
espécies e linhagens por epidemiologistas e clinicos (McMANUS & BOWLES, 1996). Estes
marcadores podem ser fenotipicos (indiretos), quando detectam polimorfismo do gene através
do produto de sua expresséo; ou genotipicos (diretos), quando detectam polimorfimo do DNA.
O estudo evolutivo, por sua vez, forneceria uma estimativa do grau de divergéncia genética
entre as linhagens de S. mansoni a partir dos dados de distincia genética.

Espera-se que este trabalho, assim como todos os outros de areas correlacionadas sobre a
esquistossomose, venham realmente servir como base de reflexGes para reformulagdes dos
programas de controle, no tocante as estratégias utilizadas. A exemplo do que ja ocorreu no
passado, quando os caramujos deixaram de ser os indicadores das a¢des, passando-se a uma
fase com énfase nas avaliagdes epidemioldgicas, incluindo os niveis de prevaléncia e
autoctonia, bem como potencial de risco das cole¢Ges hidricas. Estes conhecimentos poderiam

ser utilizados para iniciar uma fase de controle baseado em avaliacGes genéticas.
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Diversas linhagens de S. mansoni com caracteristicas bastante diversas sdo encontradas

hoje na natureza e em laboratérios ¢ uma melhor caracterizaciio molecular destas se faz

necessario. Com este intuito, o presente trabalho se propds a:

1)

2)

3)

4)

)

6)

Caracterizar a variabilidade genética de seis linhagens brasileiras de S. mansoni com
caracteristicas bioldgicas e morfolégicas distintas.

Estabelecer marcadores moleculares que possam distinguir e diagnosticar determinada
linhagem através dos dados do RAPD.

Estimar a variabilidade em nivel de RNA através da técnica de RAP-PCR para algumas
linhagens de S. mansoni.

Estimar e analisar a variabilidade intra-especifica entre as linhagens de S. mansoni BH,
SJ1, SJ2, Ouh, LE ¢ MAP e construir arvores filogenéticas através. dos programa
RAPDistance.

Estabelecer as provaveis relages genéticas e filogenéticas entre a variag@o polimérfica
e as caracteristicas préprias de cada linhagem, por meio de analise por comparacgio dos
dados obtidos por RAPD e RAP-PCR com as informagdes sobre a morfologia, biologia
e resposta a droga correntes na literatura especializada.

Sequenciar os possiveis marcadores moleculares selecionados.
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II. MATERIAL E METODOS

Este projeto foi desenvolvido de maneira inter-institucional envolvendo UNICAMP
(Instituto de Biologia — Depto. de Parasitologia) e USP (Faculdade de Medicina de Ribeirfo Preto

— Depto. de Bioquimica e Imunologia).

1. Parasitas

Seis linhagens diferentes de S. mansoni foram utilizadas neste estudo: BH, MAP, Ouh, SJ1,
SJ2 e LE; mantidas no Departamento de Parasitologia do Instituto de Biologia da UNICAMP, no
modelo experimental hospedeiro intermediario simpétrico-camundongo Swiss fémea (hospedeiro

definitivo):

Linhagem Localizagdo Hospedeiro Oxamniquine  Praziquantel
geogrifica intermediario
BH Belo Horizonte B. glabrata albina Suscetivel Suscetivel
MAP Paciente Mineiro B. glabrata Resistente Suscetivel
Ouh Ourinhos B. glabrata Tolerante Tolerante
SJ1 Sao José dos Campos B. tenagophila Suscetivel Suscetivel
SJ2 Unicamp B. tenagophila Suscetivel Suscetivel
LE Paciente mineiro B. glabrata melanica Suscetivel Suscetivel

A) BH / B. glabrata albina

A linhagem foi isolada de paciente mineiro nfo tratado, em 1967, sendo suscetivel ao
oxamniquine e ao praziquantel (PELLEGRINO & KATZ, 1968).
B) MAP / B. glabrata

Linhagem resistente isolada das fezes de paciente mineiro tratado e nfo curado com

hycanthone e oxamniquine (DIAS et al., 1978b). E interessante mencionar que esta linhagem é
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mantida em laboratério sem pressdo de droga e que suas progénies mantém a resisténcia ao
oxamniquine, sendo que, no momento, encontra-se na 48* geragio.
C) Ouh / B. glabrata melanica

A linhagem foi isolada de portador autéctone de QOurinhos, no Vale do rio Paranapanema
(SP). E tolerante a0 oxamniquine e praziquantel (8 geracdo).
D) SJ1/ B. tenagophila

Linhagem paulista isolada em S0 José dos Campos a partir de moluscos do campo. E
mantida em laboratorio desde 1968, sendo suscetivel ao oxamniquine e ao praziquantel.
E) SJ2 / B. tenagophila

Linhagem resultante de selecfio genética desenvolvida em laboratério para o cardter
suscetibilidade ao hospedeiro intermedidrio (ZANOTTI-MAGALHAES et al., 1997).
F) LE / B. glabrata melénica

Linhagem isolada de fezes humanas e mantida em laboratério hd muitos anos
(PELLEGRINO & KATZ, 1968).

2. Infeccio experimental dos moluscos

Fezes de camundongos infectados com 70 cercarias foram coletadas aos 45-50 dias de
infecgdo e homogeneizadas com salina 0,85% e filtradas em gaze. Esse filtrado foi passado em
uma sequéncia de quatro peneiras de malhas metélicas de 125, 105, 88 e 37 um. Durante esta
operagdo o material foi lavado com salina 0,85% a 10°C. O sedimento obtido na peneira de malha
mais fina foi ressuspenso em 4gua declorada e exposto & luz artificial de lampadas incandescentes
de 60 W para a eclosfo dos miracidios (STANDEN, 1952). Os miracidios recém-eclodidos foram

utilizados na exposi¢do de moluscos (5-8 mm de didmetro) a luz durante 2 horas a temperatura de
28°C (PELLEGRINO & MACEDO, 1955).

3. Infeccio experimental dos camundongos

Os moluscos do item anterior, apés 30 dias de infecgdio, foram expostos a luz artificial
durante duas horas para estimular a emissdo cercarial. As cercérias serviram para infectar

camundongos Swiss, por imersdo da cauda do animal em uma suspensio contendo 70 cercérias /
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roedor, durante 2 horas de exposi¢@o a luz e temperatura de 28°C (OLIVIER & STIREWALT,
1952). Os animais foram imobilizados segundo a técnica descrita por BROOME & RADKE
(1971) e adaptada por FIGUEIREDO (1991).

4. Coleta dos parasitas

Aos 45-50 dias de infecgdo, os camundongos foram sacrificados por fratura cervical e os
parasitas adultos perfundidos do figado e veias mesentéricas (YOLES et al., 1947). Apds a coleta,

os vermes foram mantidos em meio RPMI gelado para subsequente preparacéo do DNA.

5. Extracdo de DNA gen6mico

Os vermes adultos recém-perfundidos foram macerados em nitrogénio liquido e
homogeneizados em Tris-HCl 50 mM, EDTA 10 mM, N-Laurilsarcosine a 1% em pH 8,0
(SOIMPSON et al., 1982). A seguir, a suspensdo contendo DNA foi tratada com 100 ug/ml de
proteinase K por 1 hora a 37°C/agitagéio moderada e constante. Posteriormente, foi adicionada
RNAse (20 mg/ml) e o tubo foi incubado a 37°C/30 min. Apés a incubacéo, adicionou-se NaCl
5M e incubou-se a 65°C/10 min. Uma primeira extragdo foi realizada utilizando-se uma soluco
de CTAB/NaCl (CTAB 10% m/v; NaCl 4,1% m/v em agua milli-Q), sob incubacfo de 20 min a
65°C. O CTAB (Brometo de hexadeciltrimetilaménio) possui a habilidade de se ligar a proteinas
e polissacarideos em relagdo ao DNA em altas concentragdes de sais (SMITH et al., 1989). A
seguir foi feita uma extragdo com cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) volume a volume. O DNA
foi precipitado com 2/3 do volume de isopropanol a - 20°C/ 30 min. O precipitado obtido foi
lavado com etanol 70% e seco rapidamente a vacuo em um sistema “ Integraded SpeedevacTM
System ¢, ISS 100 (Savant Instruments, Inc, Farmingdale, NY) sendo, posteriormente, dissolvido
em 50 pl de TE (Tris-HC1 10mM pH 8,0 ¢ EDTA 1mM) sob banho-maria a 37°C ¢ mantido a

4°C até o momento de uso.
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6. Quantificacfio espectrofotométrica e anslise de pureza dos 4cidos nucléicos

A concentragdo dos &cidos nucléicos e seu grau de pureza foram estimados através da
medida da absorvéncia nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm no aparelho Genequant I
(Amersham-Pharmacia). A leitura a 260 nm permite calcular a concentracfio de 4cido nucléico na
amostra: um valor unitdrio de absorvancia a 260 nm corresponde a aproximadamente 50 pg/ml de
DNA dupla fita, 40 pg/ml para DNA simples fita ou RNA. Por outro lado, a razio entre as

leituras a 260 e 280 nm fornece uma estimativa da pureza da preparagio:

0OD260/0D280 = 1,8 indica preparagdo de DNA pura

0OD260/0D280 = 2,0 indica preparagio de RNA pura

0D260/0D280 » 1,8 indica preparagio de DNA contaminada com RNA
0OD260/0D280 < 1,8 ou 2,0 indica preparacgio contaminada com fenol ou polipeptideos

Nos dois tiltimos casos néo seré possivel se obter uma quantificagio precisa.

A pureza do material extraido foi também demonstrada através de eletroforese em gel de
agarose 0,8%. A confeccéo do gel foi iniciada pela prévia fusio da agarose na concentragio
desejada em tamp@o TAE 1X (tris-acetato 0,04 M pH 8,0; EDTA 0,001 M).

Para cada amostra de DNA, foram adicionados 1/6 de volume de tampéo da amostra (azul de
bromofenol 25% e sacarose 40%). No tampZo de corrida ( TAE 1X ) foi adicionado o corante
fluorescente brometo de etidio ( 10 mg/ml ) para uma concentracdo final de 0,5 pug/ml
(MANIATIS et al., 1989).

A corrida eletroforética foi realizada a temperatura ambiente com 50 mA durante 2-3 horas,
Ao seu final, o DNA corado com brometo de etidio foi vizualizado sob luz ultravioleta no

transiluminador (Hoefer).

7. Reacdes de RAPD

De acordo com o descrito por DIAS NETO et al. (1993a), 5-10 ng de DNA template foram
amplificados em um volume final de 25 pl contendo 2,5 unidades de Tag DNA polimerase, 0,2
mM de cada dNTP, tamp#o da enzima 10X concentrado (MgCl, 15 mM, KCI 500 mM, Tris-HCl
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200 mM pH 8,4) e 1 uL do iniciador (11 pmol/ul). Foram usados 11 iniciadores aleatérios com
10 mers (Gibco BRL). Apds uma desnaturagéo inicial a 95°C por 5 minutos adicionou-se a Taq
DNA polimerase, durante uma etapa de 80°C por 3 minutos. Esta desnaturacio é processada
antes da adi¢#@o da enzima Taq DNA polimerase, proporcionando, deste modo, alta especificidade
do produto amplificado. Apés a adi¢fio da Tag, processou-se dois ciclos em termociclador GENE
ATAQ controller (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Sweden) com as seguintes

condicdes:

Desnaturacio - 95°C/ 30s
Anelamento do iniciador - 30°C / 2 minutos

Extensao - 72°C / 1 minuto

A seguir, a reacfo foi submetida a 33 ciclos de amplificagéo onde a etapa de anelamento foi
alterada para 40°C. No ciclo final, a etapa de extensfio durou 6 minutos, ap6s a qual, a reacfo foi
mantida a 4°C.

Como controles, reacdes de PCR foram processadas sem o DNA do parasita (controle

negativo).
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8. Iniciadores aleatdrios ( Primers) ( Gibco BRL)

PRIMER SEQUENCIA 5°- 3’
Rdl TGCGCCCTTC
Rd2 TGCTCTGCCC
Rd3 CTGCTGGGAC
Rd4 AGGGAACGAG
Rd5S GTGAGGCGTC
Rd6 GTTGCCAGCC
Rd7 TGCCGAGCTG
Rd8 GAAACGGGTG
Rd9 GTGACGTAGG
RdA10 GGGTAACGCC
Rd11 GTGATCGCAG

9. Eletroforese em gel de agarose

Posteriormente, 5 ul do produto da amplificacio misturados com 4 ul de tampZio da amostra
e 15 pl de agua foram submetidos & eletroforese em gel de agarose 1%. O gel foi corado com
brometo de etidio ( 0,5 pg/ml ), visualizado em transiluminador de UV e fotografado com uma
Polaroid Fotodyne usando filme Polaroid 667. O brometo de etidio é fluorescente e permite a
revelagdo de pequenas quantidades de 4cidos nucléicos. O restante das amostras amplificadas foi

mantido a 4°C.

10. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condicdes ndio desnaturantes e coloracio com

nitrato de prata

Ap6s a amplificagdo do DNA, 5pl da reagdio de amplificago foi misturado com tampZo de
amostra 4X (azul de bromofenol 0,125%, xileno cianol 0,125% e glicerol 15%) e submetido a
eletroforese em gel de poliacrilamida 6% (acrilamida-bisacrilamida 29:1) em tampio TBE 1X
(EDTA 2mM e tris-borato 10mM pH 8,0) utilizando o sistema Mini-PROTEAN® I com
espagadores de 1,5mm (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
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Os géis foram fixados em etanol 10% e 4cido acético 0,5% por 15 minutos, a seguir
submetidos a duas lavagens de 5 min. (pré e pods-coloragdo) com agua milli-Q (Millipore,
Belford, MA, USA), corados com nitrato de prata 0,2% ( 0,3g de nitrato de prata em 100ml de
agua e 50 ml de solugfio fixadora) por 10 min. e revelados com NaOH 0,75 M / formaldeido
0,1M por 15 minutos (SANTOS et al., 1993). Posteriormente, os géis foram secos a temperatura
ambiente utilizando-se papel celofane e fotografados através do programa " Kodak Digital

i

Science 1D " versdo 2.0. O padrfio de peso molecular usado para estimar o tamanho dos
fragmentos foi o de 100 pb (Gibco BRL). Para a analise dos dados, os produtos de amplifica¢éo

obtidos com cada iniciador em cada linhagem foram fracionados no mesmo gel.

11. Anslise dos produtos de RAPD

A base exata da variagfio revelada pelo RAPD nfo € totalmente compreendida. Ela pode ser
devida a uma variac8o nas sequéncias ou por insercdes ou delecdes que causam perdas de bandas
(HENDRICK, 1992). Consequentemente, foi registrada a contagem de todas as bandas visiveis,
sendo as bandas individuais registradas como presenca ou auséncia (1 ou 0) para cada linhagem e

o inverso do coeficiente de similaridade de Dice (DICE, 1945) foi usado, como segue-se:

2a/2(a+b+c)
onde:
a é o numero de bandas comuns entre dois organismos x ey
b é o nimero de bandas presente somente no organismo x

¢ € o numero de bandas presente somente no organismo y

De acordo com o potencial discriminatério dos produtos de amplificagdo, cinco iniciadores
foram utilizados para esta andlise: Rd7, Rd8, Rd9, Rd10 e Rd11. Os padrdes derivados dos
iniciadores remanescentes, embora uteis para confirmar os resultados de estimativa de
similaridade genética, nfo foram usados nas anélises computacionais.

Quando uma banda de DNA foi detectada em uma linhagem e nfo em outras foi considerado

como um polimorfismo do DNA.
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12. Extracdo de RNA

Aproximadamente 50mg de casais, 50mg de machos e 50mg de fémeas de S. mansoni foram
homogeneizados em 1,0 ml do reagente Trizol ® (Gibco BRL), até completa solubilizacio. Em
seguida, a mistura foi incubada por 15 min. & temperatura ambiente, para permitir a completa
dissociagdo dos complexos de nucleoproteinas. O RNA foi extraido com 0,2 ml de cloroférmio
(isento de dlcool isoamilico ou qualquer outro aditivo). Agitou-se vigorosamente em vortex por 1
minuto e incubou-se & 4°C por 2 horas, sendo posteriormente centrifugadas a 12000 g por 15
min. a 4°C. Ap6s a etapa de centrifugacfio, a mistura foi separada em uma fase orgénica inferior
vermelha (fase fenol-cloroférmio), interfase e fase aquosa superior incolor. O DNA fica na
interfase e as proteinas na fase orgénica, enquanto o RNA permanece exclusivamente na fase
aquosa. A fase aquosa foi transferida para um tubo de 1,5 ml estéril, e o RNA precipitado com
0,5 ml de isopropanol / ml de Trizol utilizado na homogeneizacgo inicial e incubado a -20°C por
15 min. O RNA foi entfo recuperado por centrifugacio a 12000 g por 10 min. a 4°C. O
sobrenadante foi desprezado e o precipitado lavado com 1,0 ml de etanol 75% em agua tratada
com dietilpirocarbonato (DEPC) e centrifugado a 12000 g por 5 min. a 4°C. O precipitado final
foi seco e ressuspendido em 4gua tratada com DEPC (40-120 pl) e estocado a -20°C. O RNA
total extraido foi digerido com DNAsel Amplification Grade para remover DNA residual. A cada
ug de amostra de RNA suspenso em 4gua tratada com DEPC foi adicionado um "mix" contendo
1 pl de tamp@o de reagéo 10 X da DNAsel, 1 ul de DNAsel (1U/ ul) e dgua tratada com DEPC
para um volume final de 10 ul. Apés a homogeneizagéo, estas amostras foram incubadas a 25°C
por 15 minutos. A reagéo foi bloqueada pela adigdo de 1 ul de EDTA 25 mM a 65°C/10 minutos.
O RNA foi estocado a -70°C.

13. Gel de agarose para RNA

O RNA total dos vermes foi submetido A eletroforese em gel de agarose em condicdes
desnaturantes. A concentragfo final do gel foi de 1% em tampiio MOPS 10X (MOPS 0,1 M;
acetato de sédio 0,1 M; EDTA 0,01 M), formaldeido e agua tratada com DEPC. Inicialmente a

agarose foi dissolvida em 40 ml de 4gua tratada com DEPC e, apés o resfriamento parcial
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(aproximadamente 60°C), foi adicionada uma solugio contendo 1,2 ml de formaldeido, 6 ml de
MOPS 10X e 12,8 ml de 4gua tratada com DEPC. O gel preparado foi vertido em suporte
apropriado até completa solidificaco.

Em cada amostra previamente quantificada espectrofotometricamente foi adicionado tamp@o
da amostra (62,5% de formamida, 9,2% de formaldeido, 12,8% de tampéo MOPS10X, 0,5% de
azul de bromofenol, 15% de 4gua tratada com DEPC e 0,5% de brometo de etidio) na propor¢io
de 2:1 (volume de tamp#io: volume da amostra). A corrida eletroforética foi realizada com

voltagem constante (40V) por aproximadamente 3 horas.

14. RAP-PCR

As amostras de RNA foram transcritas reversamente usando hexameros aleatérios como
iniciadores da reagio. Resumidamente, 2 pg do RNA total em um volume final de 22 pl foi
desnaturado a 65°C por 5 min. e colocados em gelo. Uma mistura de reagfio foi preparada
contendo ditiotreitol (DTT) 10 mM, 500 uM de cada dNTP, 100 ng de hexameros aleatdrios,
tamp3o de primeira fita 5X (Tris-HC1 250 mM pH 8,3; KCI 3,75 mM; MgCl, 15 mM) e 400U de
Transcriptase reversa (M-MLV; Gibco BRL). Assim, 18 pl da mistura de reagdo foram
adicionados 2 solucdio de RNA total e incubados usando o seguinte programa: 22°C por 10 min.;
37°C por 50 min.; e 70°C por 15 min.. O ¢cDNA resultante foi amplificado usando iniciadores
aleatérios com 10 mers. Cada 30 pl da reacdio contendo 2 pl de cDNA, tamp#o apropriado
(tampdo de PCR 10X), 100 uM de cada dNTP, 500 nM do primer, MgCl; 1,5 mM ¢ 1U da Taq
DNA polimerase recombinante. As reagdes foram incubadas a 94°C por 2 minutos, entdo
amplificadas em 40 ciclos usando o seguinte programa: 94°C por 2 min., 38°C por 2 min., e 72°C
por 1,25 min.. Estas condi¢des foram seguidas por uma etapa de extensdo de 15 min. a 72°C.
Foram preparadas duplicatas das reagBes para cada par cDNA-iniciador, posteriormente
estocadas a -20°C.

Como controle do RT, foi feita a amplificagfio diretamente das amostras de RNA. Além
disso, também foi controlada a qualidade do cDNA pela amplificagéio deste com iniciadores da
Sm 21,6 de S. mansoni, uma proteina de membrana (Iniciador 1: CAATCAGAATGTTGGAAG;
Iniciador 2: CTTTTTGGTGTGCGCC).
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15. Recuperacio dos fragmentos de DNA amplificado

Este método € conhecido como " Freeze Squeeze " (TAUTZ & RENZ, 1983) e
consiste no seguinte protocolo: as bandas desejadas foram excisadas com a minima quantidade de
gel possivel e colocadas em um béquer contendo 10 ml de uma solugdo de acetato de sédio 300
mM e EDTA 1 mM pH 7,0 e incubadas no escuro sob agitagio por 30 min. Em seguida, as
bandas foram transferidas para um tubo de microcentrifuga contendo uma coluna com fibra de
nylon e mantidas a -70°C por 30 min. ou durante toda a noite. O DNA livre de agarose foi obtido
por centrifugacdo a 12000g por 15 min. e recuperado por precipitacdo com 1/10 de volume de
acetato de s6dio 3 M e 2,5 volumes de etanol absoluto. Posteriormente, foi mantido a - 70°C por
15 min, centrifugado a 12000g / 10 min. e lavado com etanol 70 %. Esse DNA seco sob vacuo e
ressuspenso foi reamplificado utilizando as mesmas condigBes para obten¢dio das bandas

polimérficas.

16. Reacdo de ligacdo dos fragmentos de DNA no vetor nGEM-T

O DNA vetor (20-50 ng de plasmideo pGEM-T da PROMEGA) (Esquema 05) foi misturado
com o DNA (inserto) a ser ligado em uma rea¢fio molar de vetor/inserto de 1\5. O meio de
ligagdo continha uma unidade da enzima T4 DNA ligase, tamp#o da enzima ligase e ATP 1 mM.
A ligag8o se realizou a 16°C por uma noite (SAMBROOK et al., 1989).
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Esquema 05. Mapa do vetor pPGEM-T (PROMEGA)

17. Preparacdo de células competentes

As ligagBes anteriormente realizadas foram transformadas em E. coli DH5a, tornadas
competentes segundo SAMBROOK et al. (1989). Utilizou-se a técnica do célcio, onde 125 ul de
uma cultura de bactérias DH5¢., cultivada durante toda a noite, foi adicionada a 12,5 ml de meio
LB caldo e incubadas a 37°C. Decorrido aproximadamente 2 horas de incubag@o a suspensdo
bacteriana atingiu uma densidade optica a 600 nm em torno de 0,4. Neste ponto, a cultura foi
incubada no gelo durante 15 a 30 min. e em seguida foi centrifugada a 1000 x g durante 10 mun.
O precipitado bacteriano foi ressuspenso em 5 ml de CaCl,; 100 mM e novamente colocados no
gelo por mais 10 min. Apés uma nova centrifugacdo nas mesmas condi¢Bes, as células foram

ressuspensas em 700 ul de CaCl, e novamente colocadas no gelo.

18. Transformacdo de células competentes

O processo de transformagéo foi realizado com 10 pl da soluggo contendo o plasmideo ou a
ligagdo de interesse adicionados a 200 ul de célula competente. O tubo permaneceu em banho de
gelo durante 30 min., em seguida foi submetido a um choque térmico a 42°C por 90 seg., seguido

de um novo banho de gelo por 2 min. Posteriormente, 800 pl de LB caldo foram adicionados ao
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tubo ¢ este foi incubado por 1 h a 37°C, sob agitagdo constante. Apds esse periodo, os tubos
contendo a cultura de bactéria transformada foram centrifugados por 5 min a 2000 pm, 0
precipitado foi ressuspenso em 200 ml de caldo LB, plaqueados em placa de LB/Agar ampicilina
(100 pg/ml) e incubados a 37°C durante uma noite. Durante este periodo se verificou a

transformaco analisando-se as col6nias brancas crescidas.

19. Mini-preparacdes plasmidiais

Uma colénia bacteriana foi incubada em 5 ml de meio de cultura (LB) com 100 pg/ml de
ampicilina por 17 horas a 37°C e 200 rpm. Apés a incubagdo as células foram recuperadas por
duas centrifugag¢es a 12000 rpm, por Imin. & temperatura de 4°C. O precipitado foi Tessuspenso
em 300 ul de solugdo I (Tris-HCI 50 mM pH 8,0, EDTA 10mM e RNAse 100 ug/ml). Apés 15
min de incubagfo a temperatura ambiente, adicionou-se 300 pl de solugdo II (N2OH 200mM e
SDS 1%) misturando, cuidadosamente, por inversdes. Os tubos foram incubados por mais 5
minutos e posteriormente adicionou-se 300 pl da solugdo III (acetato de potdssio 3M pH 4,8),
misturando-se por invers3es, e incubando-se no gelo por 5 minutos. Posteriormente, centrifugou-
se por 10 min. a 4°C ¢ 12.000 rpm, o sobrenadante foi recuperado e transferido para um novo
tubo onde foi adicionado 1/2 do volume de isopropanol. Os tubos foram centrifugados por 10 min
a 12.000 rpm a 25°C. O precipitado foi lavado com etanol 70%, seco sob vacuo por 10 min e
ressuspenso em 23 pl de TE (Tris 10mM pH 8.0, EDTA 1mM).

Com o objetivo de melhorar a qualidade da purificagio do DNA, utilizou-se um kit de
purificagdo (In Concert-Gibco-BRL ou Promega) seguindo as especificacdes estipuladas do
boletim técnico. As amostras do DNA foram avaliadas em eletroforese em gel de agarose 1%.
Aproximadamente 5 ul do DNA plasmidial foi misturado com 15ul de 4dgua e 4ul do tampso de
amostra 6X (40% de sacarose, 0,25% de bromofenol em 4gua). O gel foi confeccionado com 1%
de agarose em tampédo TAE (Tris acetato 0,04M e EDTA 0,001 M pH 8,0), a corrida foi realizada
a 8 V/em durante 1 hora. Ap6s o tempo de corrida, o gel foi corado com brometo de etidio 0,5

pg/ml, e visualizado em um transiluminador sob luz U.V.
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20. Digestio com as enzimas de restricdo Eco Rl para avaliacdo do tamanho do inserto

Para cada amostra de DNA a ser digerido, foram adicionadas: 1/20 de volume de
albumina bovina (1 mg/ml); 1/10 de volume do tamp3o requerido pela enzima utilizada e uma
quantidade apropriada (unidades) da enzima de restrifio. Para determinacfio da quantidade de
enzima de restricdo necessaria para a digestdo, partiu-se do conceito de que uma unidade de
enzima de restri¢do € a quantidade de enzima requerida para digerir 1 pg de DNA durante 1 hora
em condicdes ideais de tampfio e temperatura (SAMBROOK et al,, 1989). A digestdo foi

visualizada em gel de agarose como descrito anteriormente.

21. Seguenciamento automatico

Para este procedimento foi utilizado o sistema "Cycle sequencing”, que consiste em uma
associacio do método do término do crescimento da cadeia com a reagio em cadeia da
polimerase - PCR ("Thermo Sequenase fluorescent labeled primer cycle sequencing kit"-
ARMERSHAM-PHARMACIA BIOTHECH). Em cada tubo de reagfio foram adicionados 5 pl
do DNA molde (0,3 pg/ul), 1,5 ul do iniciador fluorescente (universal do MI3:
SGTAAAACGACGGCCAGT’; reverso do M13: *CAGGAAACAGCTATGAC?) e 2 ul dos
reagentes A, C, G, ou T. Cada um destes reagentes contém um ddNTP, os 4 dNTPs e a enzima
Thermo sequenase. Apds homogeneizagdo por pipetagem, os tubos foram posicionados no
termociclador PTC-100 (MJ RESERCH) e submetidos a uma pré-desnaturagio a 95°C por 5
min., seguida de 30 ciclos de desnaturagéio a 95°C por 1 min., anelamento a 60°C por 1 min. e

extensdo a 72°C por 1 min. O produto da reacfo foi analisado no sequenciador automatico
ALFexpress® (ARMERSHAM-PHARMACIA BIOTHECH).

22. Anélises computacionais

A seqiiéncia completa dos fragmentos de DNA amplificados foi caracterizada através de
algumas analises computacionais. A busca de homologia foi realizada com a ferramenta de

alinhamento BLAST (Ferramenta para pesquisa de alinhamento local bésico), para comparar as

45



Material e Métodos

seqiiéncias de nucleotideos foi utilizado o programa Blastn e a seqiiéncia de aminocidos o

programa Blastx (http://www.nccbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Blast).

As imagens dos géis digitalizadas foram analisadas com o uso do programa Kodak Digital
Science 1D versfo 2.0 para determinar e comparar os tamanhos dos fragmentos das linhagens
estudadas. Uma matriz de similaridade (auséncia ou presenca de bandas) foi construida pelo
programa RAPDistance verséo 1.03 (ARMSTRONG et al., 1994) para calcular as distancias
geneticas entre as linhagens comparadas, usando o coeficiente de Dice. A representagéio grafica

(dendograma) foi construida com o método Neighbor.

23. Outros coeficientes de similaridade usados

Célculo da distincia genética (LINK et al., 1995)

DG = (Nx + Ny)/Nx + Ny + NXY
Onde:
NX € o nimero de bandas na linhagem X enfiona Y
NY ¢ o nimero de bandas na linhagem Y e nfiona X

NXY ¢ o namero de bandas compartilhadas por X e Y

Coeficiente de Jaccard (JACCARD, 1908)

S;=ala+btc
Onde:
a = numero de bandas compartilhadas
b = presenca de banda

¢ = auséncia de banda
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I11I. RESULTADOS

1. Obtencio de DNA gendmico

As amostras de DNA gen6émico dos vermes adultos de S. mansoni das linhagens utilizadas
neste estudo foram obtidas e quantificadas como descrito na metodologia. As concentragdes
obtidas foram em torno de 1,25 pg/ul. As figuras 01 e 02 mostram o DNA gen6mico integro de

vermes adultos ( *“ pool “ de casais ) extraido pela técnica do CTAB.

2. Analise da diversidade genética utilizando RAPD-PCR (DNA polimérfico amplificado

aleatoriamente

Com a finalidade de examinar a variabilidade genética em diferentes linhagens de S. mansoni
e avaliar a diversidade dentro da espécie, pool de vermes machos e fémeas das linhagens BH,
SJ1, SJ2, Ouh, LE ¢ MAP foram utilizados para a extragio do DNA (figuras 01 e 02). Cada
iniciador usado gerou produtos de amplificacio com um perfil eletroforético caracteristico,
compreendendo bandas monomérficas comuns entre as linhagens e bandas polimoérficas (figuras
03, 05, 07, 09 e 11). Paralelamente a cada reacdo de RAPD, foram feitos controles negativos que
comprovaram a origem dos produtos de amplificacio, nfio mostrando amplificagdo na auséncia
do DNA do parasita.

Os padrdes de RAPD frequentemente demonstram diferencas entre as linhagens pela
auséncia ou presenca de um umnico produto. O RAPD revelou que o genoma das linhagens de S.
mansoni geograficamente distintas exibem grau de polimorfismo intra-especifico, com
identificacdo de loci polimoérficos. Este nivel de variabilidade genética foi visualizado pela
amplificagio das seis linhagens estudadas usando os iniciadores Rd7 (figura 03), Rd8 (figura 05),
Rd9 (figura 07), Rd10 (figura 09) e Rd11 (figura 11). O perfil de cada amplifica¢do também pode
ser observado pelas curvas densiométricas de cada linha de gel, comparando com a curva do
padrio de 100 pb (figuras 04, 06, 08, 10 e 12).

O namero de fragmentos amplificados reproduziveis produzidos por cada iniciador variou de

9-20 fragmentos (média de 15 fragmentos; Tabela 01), sendo a maioria dos fragmentos com 100
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Figura 01: Amostras de gDNA de linhagens de S. mansoni apés extragdo com CTAB em gel de agarose 0.8%
corado com brometo de etidio. PM — Marcador AHindITI (GIBCO-BRL).
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Figura 02: Amostras de gDNA de linhagens de S. mansoni apés extragdo com CTAB em gel de agarose 0,8%
corado com brometo de etidio. PM — Marcador de 100 pb (GIBCO-BRL).
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Figura3: Produtos de RAPD-PCR de linhagens brasilewras de S. mansoni wsando o imiciador Rd7
(TGCCGAGCTG). As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 6% ¢ visualizadas
por coloragfio com prata. PM — Marcador de 100 pb (GIBCO-BRL).

BH SJ1 SJ2 Ouh LE

Figura 04: Curvas densiométricas das linhagens de S. mansoni comparadas com 0 padriio de 100 pb,
correspodentes ao pertis eletroforéticos da figura 02. Rosa — Padrdo de 100 pb; /i ¢ preto — Linhagens de
S. mansoni.
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Figura 05: Produtos de RAPD-PCR de linhagens brasileiras de S mansoni usando o iniciador RdS8
(GAAACGGGTG). As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 6% e visualizadas por
coloraciic com prata. PM- Marcador de peso molecular de 100 pb (GIBCO-BRL).

BH SJ1 SJ2 Ouh LE

Figura 06: Curvas densiométricas das linhagens de S. mansoni comparadas com o padrio de 100 pb,
correspondentes ao perfis eletroforéticos da figura 05. Rosa~ Padrio de 100 pb; Azul- Linhagens de S. mansoni.
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Figura 07: Produtos de RAPD-PCR de linhagens brasileiras de S. mansoni usando o iniciador Rd9
(GTGACGTAGG). As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 6% e visualizadas por
coloraciio com prata. As setas indicam as posicdes das principais bandas polimoérficas. PM- Marcador de peso
molecular de 100 pb (GIBCO-BRL).
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Figura 08: Curvas densiométricas das linhagens de S. mansoni comparadas com o padrdo de 100 pb,
correspondentes aos perfis eletroforéticos da figura 07. Rosa- Padrdo de 100 pb; Azul- Linhagens de S. mansoni.
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Figura 09: Produtos de RAPD-PCR de linhagens brasileiras de S mansoni usando o iniciador Rd10
(GGGTAACGCC). As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 6% e visualizadas por
coloragic com prata. As setas indicam as posi¢Oes das principais bandas polimdrficas. PM- Marcador de peso
molecular de 100 pb (GIBCO-BRL).
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Figura 10: Curvas densiométricas das linhagens de S. mansoni comparadas com o padrio de 100 pb,
correspondentes ao perfis eletroforéticos da figura 09. Rosa— Padrdo de 100 pb; Verde~ Linhagens de S. mansoni.
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Figura 11: Produtos de RAPD-PCR de linhagens brasileiras de S. mansoni usando o iniciador Rd1l
(GTGATCGCAG). As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 6% e visualizadas por
coloracdo com prata. As setas indicam as posi¢des das principais bandas polimérficas, PM — Marcador de 100 pb
(GIBCO-BRL).

BH SJ1 SJ2 Ouh LE

Figura 12: Curvas densiométricas das linhagens de S. mansoni comparadas com o padrio de 100 pb,
correspondentes aos perfis eletroforéticos da figura 11. Rosa- Padrio de 100 pb; Azul e Preto- Linhagens de 5.
mMansont.
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pb (figura 13).

A contagem total das bandas obtidas com estes iniciadores foi de 144, das quais somente
24.3% eram comuns a todas as linhagens. As bandas amplificadas variaram em seu tamanho de
60 a 2500 pb (figura 13). Os controles nfo produziram bandas e as triplicatas exibiram produtos
de amplificagdo semelhantes aqueles observados previamente.

Os niveis de divergéncia (=distincia) e parentesco genético entre as linhagens estudadas
foram calculados usando o método de LINK et al. (1995) e estfo representados na Tabela 03. A
Tabela 02 mostra o nivel de parentesco entre cada duas linhagens e serve como banco de dados
para o calculo das distdncias genéticas e da matriz, comparando as linhagens duas a duas.

O iniciador Rd7 (TGCCGAGCTQG) produziu padrdes de perfis eletroforéticos bastante
semelhantes em todas as linhagens estudadas. Apenas a linhagem resistente MAP apresentou um
padriio distinguivel das outras pela auséncia de 3 bandas de 120, 300 e 320 pb (marcadores
MAP120-7, MAP300-7, MAP320-7; figura 03). Interessantemente, somente este iniciador, dentre
os usados neste trabalho, conseguiu amplificar fragmentos desta linhagem. A figura 03 mostra
também uma unica diferenga por RAPD-PCR na linhagem LE. Nela podemos observar uma
banda claramente diferente de cerca de 2100 pb (marcador LE2100-7).

O iniciador Rd8 (GAAACGGGTG; figura 05) nfo detectou regides diferenciadas quando
foram analisados todas as triplicatas de reagdes de RAPD., somente bandas minoritarias que ndo
sdo consideradas bons marcadores, apenas medem a variabilidade intrinseca.

O iniciador Rd9 produziu uma banda ébvia diferente de 400 pb (marcador G400-9; figura
07) para as linhagens BH, Ouh e LE, cujo hospedeiro intermedidrio € a B. glabrata mas ndo para
as adaptadas a B. tenagophila SJ1 e SJ2. Este mesmo iniciador diferencia linhagens de 4reas
endémicas mais proximas. As linhagens SJ1, SJ2 e Ouh (paulistas) exibem uma banda claramente
diferente de cerca de 200 pb (marcador SP200-9) quando comparadas com as linhagens mineiras
(figura 07). A sequéncia do iniciador Rd9 ¢ 5> GTGACGTAGG 3’, significando que em todos os
pontos do DNA genémico onde esta sequéncia aparece, ocorrerd um pareamento entre bases
correspondentes. Apés o pareamento, as segOes entre dois pareamentos serdo replicadas e
amplificadas durante o PCR. S#o estas se¢Ses que sdo visualizadas no gel (figuras 03, 05, 07, 09
e 11). O iniciador revelou, ainda, a presenca de uma banda Unica com mais de 2000 pb
(marcador LE2000-9) presente somente na linhagem LE.

A seta da figura 09 indica a posi¢do da principal banda diferencial entre Ouh, com
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aproximadamente 250 pb (marcador Ouh250-10), e BH, SJ1, SJ2 e LE, quando foi utilizado o
iniciador GGGTAACGCC (Rd10).

Um polimorfismo significativo foi detectado entre a linhagem tolerante (Ouh) e as demais
sensiveis a drogas esquistossomicidas quando foi utilizado o iniciador Rd11 (GTGATCGCAG)
(figura 11). A banda (marcador Ouh200-11) estava presente nas linhagens suscetiveis a droga e
nZo na tolerante.

Os demais iniciadores utilizados ou nfo propiciaram uma boa amplificacdo, ou nfo
apresentaram um perfil eletroforético homogéneo entre as linhagens para ser considerado um
dado confidvel de nossas andlises. A quantidade de bandas amplificadas com estes cinco
iniciadores foi significativamente suficiente para ser usado como banco de dados do
RAPDistance que s6 suporta andlises com o méximo de 200 bandas. E comum o uso de poucos

iniciadores neste tipo de analises e estatisticamente confidvel as conclusdes que inferimos a partir
deles (MORGAN et al., 1993).

3. Andlises filogenéticas

O programa KODAK Digital Science 1D Versdo 2.0 normalizou os perfis eletroforéticos de
acordo com o padrio de peso molecular de 100pb. A grande complexidade dos perfis
eletroforéticos do RAPD-PCR pdde ser visualizada e avaliada pelos padrdes obtidos pelas curvas
densiométricas (figuras 04, 06, 08, 10 e 12).

Os resultados das andlises do RAPD com os cinco primers foram combinados ¢ usados para
calcular uma matriz de pareamento de similaridades (figura 14). Esta foi usada para a construgéo
de uma arvore filogenética (dendograma), que fornece uma idéia grafica da similaridade entre as
linhagens.

A andlise filogenética baseada no compartilhamento de bandas, indicou que as inter-relagdes
das linhagens refletiu a origem geografica, dividindo as linhagens de S. mansoni estudadas em
dois grupos: “ parasitas paulistas “ (Ouh, SJ1 e SJ2) e “ parasitas mineiros “ (BH e LE) (Figura
15). O alinhamento produzido pela drvore Neighbor-joining mostra as linhagens mineiras BH e
LE formando um Unico ramo, enquanto as paulistas formam outros dois. Os dois ramos sfo
monofiléticos. Os comprimentos dos bragos (nimeros expressos nos dendogramas) refletem o

numero de mudangas evoluciondrias sofridas pelas linhagens. A distdncia genética entre duas
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linhagens (OTUs — unidades taxonémicas operacionais) € igual a soma de todos os comprimentos
de bragos conectados a eles, entdo, classificando a drvore como aditiva.

Os dendogramas foram compostos usando todos os dados dos primers utilizados, ou seja as
bandas mais proeminentes de 1,5Kb ou menos. Cada reagiio de RAPD foi repetida pelo menos
trés vezes e as bandas mais estdveis foram consideradas e computadas em matrizes.

Dados empiricos tém dado suporte a nogfo que o grau de concordéncia entre diferentes
métodos de estimativa filogenética ¢ um bom indicador da confianca das estimativas
filogenéticas. Com base nesta filosofia, foram construidos dois dendogramas comparando
linhagens quanto ao parimetro espécie do hospedeiro intermediario usando os coeficientes de
similaridade de Jaccard (figura 16) e de Dice (figura 17). Os dois dendogramas apresentaram

topologias similares.

56



Tabela 01: Numero absoluto de fragmentos obtidos da amplificago de RAPD do gDNA
de linhagens brasileiras de S. mansoni com 5 iniciadores de seqliéncias aleatérias (10 mers)

Numero de fragmentos amplificados Rd7 Rd8 Rd9 Rd410 Rdll

BH 12 11 18 18 19
SJ1 11 11 15 15 19
SJ2 9 11 11 13 20
Ouh 13 16 15 14 14
LE 18 18 12 14 15

100+

Frequéncia
[9)] ~
T ¢

N
(8]
i

o
|

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1500 2000 2500 3000
Tamanho dos fragmentos (pb)

Figura 13: Distribui¢8io observada dos tamanhos dos fragmentos obtidos da amplificagdo de RAPD do gDNA
de linhagens brasileiras de S. mansoni com 5 diferentes iniciadores de 10 mers.
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Tabela 02: Freqiiéncia de fragmentos comuns a duas linhagens a S. mansoni

Numero de
fragmentos BH SJ1 SJ2 Ouh LE
amplificados
BH 78 (70,0) (80,0) (53,4) (56,8
SJ1 52 71 (77,2) (60,1) (58,2)
SJ2 52 52 64 (69.4) (55,8
Ouh 40 43 47 72 (52,4
LE 44 43 39 39 77

O numero total de fragmentos amplificados em cada linhagem ¢ dado diagonalmente (nimeros em negrito). O
nimero de fragmentos comuns entre duas linhagens (ntimeros sob a diagonal) e a proporgfio dos fragmentos
comuns entre duas linhagens (nimeros entre parénteses) foram quantificados.

Tabela 03: Distincia genética entre linhagens brasileiras de S. mansoni

Linhagem BH SJ1 SJ2 Ouh LE

BH 0,000

SJ1 0,446 0,000

SJ2 0,422 0,358 0,000

Ouh 0,611 0,561 0,477 0,000

LE 0,566 0,57 0,610 0,642 0,000

Baseado em Link et al.(1995).
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ST1 0,3986

S12 0,2877 0,3566

Ouh 0,3566 0,3571 0,3566

LE 0,4228 0,4110 0,3557 0,3699
BH 831 SI2 Ouh

Figura 14: Matriz triangular mostrando os coeficientes de similaridade de Dice calculados a partir dos perfis
eletroforéticos obtidos com os iniciadores Rd7, Rd8, Rd9, Rd10 e Rd11.

Figura 15: Relacdes filogenéticas entre linhagens brasileiras de S. mansoni. O dendograma foi construido usando o
método Neighbor Joining (NJTree) baseado no coeficiente de similaridade de Dice.
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Figura 16: Relag3es filogenéticas entre linhagens brasileiras de S. mansoni pertencentes a clados diferentes
quanto ao hospedeiro intermedidrio. O dendograma foi construido usando o método Neighbor Joining
(NJTree) baseado no coeficiente de similaridade de Jaccard.

Figura 17: RelagBes filogenéticas entre linhagens brasileiras de S. mansoni pertencentes a clados diferentes
quanto ao hospedeiro intermediario. O dendograma foi construido usando o método Neighbor Joining
(NJTree) baseado no coeficiente de similaridade de Dice.
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4. RAP-PCR

O RNA total de casal das linhagens BH, SJ1 e LE foi extraido de parasitas recém-
perfundidos (figura 18 e 19). As linhagens BH e SJ1 também foram utilizadas para extragéo de
RNA de machos e fémeas (figura 19). A técnica de extracdo do RNA com Trizol minimiza a
quantidade de DNA gen6mico contaminante. Por este motivo foi a metodologia de escolha para
este trabalho, j&4 que queremos avaliar a variabilidade somente da regifio codificadora do genoma
das linhagens estudadas. A DNAse I € uma enzima, purificada de péncreas bovino, apropriada
para eliminar DNA durante o procedimento de purificago do RNA que sera usado no RT-PCR.
Este deve ser puro o suficiente para garantir que a amplificagfio final seja somente da parte
codificante do DNA. O EDTA e a alta temperatura (65°C) sfo utilizadas para inativar a DNAsel.
Deve-se tomar o cuidado de inativa-la totalmente para que esta nfio degrade o cDNA. As figuras
18 e 19 mostram a qualidade dos RNAs obtidos evidenciando-se bandas de 18S e 28S
correspondentes ao RNA ribossomal. Em preparacdes de RNA total, somente as espécies mais
abundantes, os rRNA e os tRNA, sdo identificaveis, sendo estes os marcadores mais comumente
usados. No entanto, o tRNA sé € visualizado em géis de agarose em condigdes especiais. Estas
nfdo foram usadas aqui. A visualizacdo do rRNA, principalmente a subunidade 18S, ja garantiu a
eficiéncia da extracdo do RNA.

A razdo entre as leituras em espectrofotdmetro a 260 nm e 280 nm das preparacdes de RNA
das linhagens BH, SJ1 e LE foi de aproximadamente 1,9 e 1,8, respectivamente, demonstrando
que a metodologia utilizada na extragfo estd sendo eficiente. A concentracfo estimada de RNA
em nossas amostras ¢ de 0,2-2 pg/ul. Esta se mostrou varidvel devido ao nimero de parasitas
(casais, machos e fémeas) usados na extragdo. O RAP-PCR foi usado com o objetivo comparar o
perfil eletroforético do cDNA das linhagens BH, SJ1 e LE que determinem mudangas na
expressdo génica ao nivel de transcricio de mRINA. Os ¢DNAS das linhagens BH, SJ1 e LE
foram diferenciados quando foram usados como moldes em PCR com os iniciadores Rd7 (figura
24) e Rd3 (figura 25). O primeiro iniciador permitiu a identificacdo de 3 bandas diferentes nas
linhagens BH e LE, ausentes nas linhagens SJ1. Produto expresso preferencialmente na linhagem
BH também foram gerados pelo iniciador Rd3, este com aproximadamente 100 pb (figura 25). O
iniciador Rd7, por sua vez, gerou uma banda especifica de aproximadamente 250 pb nas

linhagens BH e LE. A presenca destas bandas foi confirmada por repeti¢do dos PCRs e géis.
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As figuras 24 e 25 mostram uma comparagio entre as trés linhagens utilizando os iniciadores
Rd3 e Rd7. Podemos observar uma maior correspondéncia entre os produtos transcritos entre as
linhagens BH e LE, que entre estas e a SJ1.

A figura mostra um fragmento grande (> 2000 pb) presente na linhagem BH e ausente na LE,
condizente ao padrfo obtido quando foi amplificado cDNA de cercirias (figura 31).

As figuras 20 e 21 mostram os controles feitos para os experimentos. A figura 20 mostra a
amplificacdo do cDNA com iniciadores especificos de S. mansoni, confirmando 2 qualidade
deste. Interessantemente, o macho da linhagem LE (amostra 4) gerou duas bandas como produto
da amplificacfo, ao invés da banda tnica especifica. A amostra 1 ndo foi usada nos experimentos
de RAP-PCR, servindo apenas como controle de qualidade dos cDNAs usados para andlise. A
figura 21 mostra a amplificagio usando o RNA n#io transcrito reversamente, para testar a

presenca de DNA gendmico contaminante.

5. Caracterizac8o da expressio sexo-especifico

Com o objetivo de localizar se a expressdo génica diferencial da banda de 250 pb (figura 24)
entre as trés linhagens estd ocorrendo nos machos ou nas fémeas, foi feita a amplificacdo dos
cDNAs de machos e fémeas com o iniciador Rd7. Provavelmente o fragmento é especifico de
fémeas (dados nfio mostrados), estando ausente nos machos da figura 28, linhas 7 e 8. Na mesma
figura observamos, nas linhas 5 e 6 (cDNA de casais), a presenca do marcador.

Marcadores sexo-especificos foram encontrados com os iniciadores Rd2 (TGCTCTGCCC)
(figura 22), Rd3 (CTGCTGGGAC) (figura 23), Rd8 (GAAACGGGTG) (figura 26), Rd9
(GTAGACGTAGQG) (figura 27) e Rd10 (GGGTAACGCC) (figura 29) em um pool de amostras.
Um fragmento polimérfico com aproximadamente 400 pb foi gerado aparentemente somente nos
padrdes de amplificagdo com o iniciador Rd3 das fémeas (figura 23). Na figura 22 observamos
que cDNA de machos amplificados com Rd2 apresentam uma banda de 700pb; e as fémeas
apresentam bandas com aproximadamente 120, 150, 210, 220pb, todas com expressdo sexo-
diferencial. Essa variabilidade entre machos e fémeas ja era esperada devido a existéncia de
diferencas metabdlicas e estruturais. Os marcadores de RAP-PCR sio ideais para serem
seqlienciados porque sdo provaveis produtos de seqiiéncias que codificam alguma proteina. Estes

marcadores foram reamplificados, purificados e ligados no vetor pGEM-T para posterior
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Figura 18: Gel de agarose em condigGes desnaturantes onde 1 e 2 sdo um pool de RNA total de casais da linhagem
SI1. Seus coeficientes de sedimentacio (S) estdo apontados.

285—

18—

58—

Figura 19: Gel de agarose em condi¢bes desnaturantes de RNA total da linhagem BH. Seus coeficientes de
sedimentacdo (5) estdo apontados. (1) e (2) Casais; (3) Machos; (4) Fémeas.
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Figura 20: Gel de agarose 1% mostrando os controles do ¢cDNA amplificado com os iniciadores especificos 8al
(CAATCAGAATCTTGGAAQG) e 8a2 (CCTTTTGGT GTGCGCC). PM — Marcador de 1 Kb. (1) Casal LE; (2) Casal
BH; (3) Macho BH; (4) Macho LE; (5) Fémea BH; (6) Fémea LE.
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1500--
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Figura 21: Gel de poliacrilamida 6% corado com prata mostrando o controle da amplificagio sem RT. Neste gel estd
representando um dos controles realizado com o iniciador Rd2. PM — Marcador de 100 pb. (1) Casal BH; (2) Macho
BH; (3) Fémea BH; (4) Casal LE; (5) Macho LE; (6) Fémea LE; (7) Casal SI1; (8) Casal SJ1.
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Figura 22; Amplificagdo de cDNA isolado de machos (M) e fémeas (F) da linhagem BH usando o iniciador Rd2
(TGCTCTGCCC). Os marcadores sexo-especificos estdo indicados por setas. PM —~ Marcador de 100 pb.
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Figura 23: Amplificacio do cDNA isolado de machos (M) e fémeas (F) da linhagem Ouh usando o iniciador Rd3
(CTGCTGGGAC). O marcador sexo-especificos esté indicado pela seta. PM — Marcador de 100pb.
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PM BH Si1 LE
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Figura 24: Amplificacio do cDNA isolado de casais das linhagens BH, SI1 e LE usando o iniciador Rd7
(TGCCGAGCTG). Os marcadores moleculares estdo indicados por setas. PM ~ Marcador de 100 pb.

PM BH SJ1 LE
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Figura 25: Amplificacio de cDNA isolado de casais das lanhagens BH, SJ1 e LE usando o iniciador Rd3
(CTGCTGGGAC). Os marcadores moleculares estio indicados por setas. PM —~ marcador de 100 pb.
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Figura 26: Amplificagdo do cDNA isolado de macho (M) e fémea (F) da linhagem BH usando o iniciador Rd8
(GAAACGGGTG). O marcador sexo-especifico estd indicado por seta. PM — Marcador de 100 pb.

PM C1 M1 F1 M1 F1 F1 F1
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Figura 27: Amplificacdo de cDNA isolado de casais (C1), machos (M1) e fémeas (F1) da linhagem BH
usando o iniciador Rd9 (GTGACGTAGG). O marcador sexo-especifico estd indicado por seta. PM ~
Marcador de 100 pb. 67
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Figura 28: Amplificacio de cDNA isolado de casais (C1) e machos (M1) da linhagem BH e de casais (C2) e
machos (M2) da linhagem Ouh usando os iniciadores Rd4 (AGGGAACGAG) e Rd7 (TGCCGAGCTG). O
marcador molecular estd indicado por seta. PM — Mlarcador de 100 pb.

PM M1 M2 F1
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Figura 29: Amplificacdo de cDNA isolado de machos da linhagem BH (M1) e da linhagem Ouh (M2), e fémeas
da linhagem BH (F1) usando o 1 niciador Rd10 (GGGTAACGCC). Os marcadores moleculares estio indicados
por setas. PM — Marcador de 100 pb.
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PM 1 Cz M1 M2

Figura 30: Amplificac@o de cDNA isolado de casais € machos (M1 e C1) dalinhagem BH e de casais ¢ machos (C2
e M2) da linhagem Ouh usando o iniciador Rd2 (TGCT CTGCCC). Marcador linhagem-especifico estd indicado por
seta. PM — Marcador de 100 pb.

PM Rd2 Rd4 Rd6 Rd7 Rd9 RdAIORdI1
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Figurra 31: Amplificagido de cDNA isolado de cercarias da linhagem LE usando os iniciadores citados na legenda
acima. PM - Marcador de 100pb
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sequenciamento.

6. Sequenciamento ¢ analise computacional das segiiéncias

A digestdo dupla do plasmideo recombinante com a enzima EcoR I mostra a presenca de
insertos com 400 pb nas amostras 2 e 7 (fragmento G400-9), 300 pb nas amostras 3 e 5
(CBH300-4), 600 pb na amostra 8 (fragmento MBH600-10) e aproximadamente 500 pb na
amostra 9 (figura 31), confirmando a clonagem das respectivas bandas polimérficas (Tabela 05).
Os marcadores mais significativos estdo resumidos na Tabela 08.

A sequéncia completa dos nucleotideos foi obtida em sequenciador automético (ALF-
Express-PHARMACIA-BIOTECH), utilizando o iniciador universal bacteridfago M13
fluoresceinado. As seqiiéncias foram submetidas a busca de homologia com outras seqﬁénéias de
nucleotideos ( * blatsn “ ) e aminoédcidos ( “ blastx “ ) depositados no GenBank (NCBI-NIH,
Bettesda, USA) utilizando-se o Basic Aligment Search Tool (BLAST}: O principio fundamental
deste programa consiste no alinhamento méximo entre duas seqiiéncias (High-Scoring Segment
Pair-HSSP).

Trés clones da banda polimérfica MBH600-10 (aproximadamente 600pb) foram
seqiienciados. As analises desta seqiiéncia mostraram que esta ndo tem homologia de amino4cido
significativa. Observamos alta homologia de nucleotideo (99%) com uma seqiiéncia do genoma
humano. Outra observagio interessante ¢ uma homologia de 89% com gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase . Os alinhamentos que apresentaram maior identidade podem ser vistos no
Apéndice 1-2. Na Tabela 04, podemos observar as seqiiéncias de nucleotideos que produziram
score “ no pareamento com a seqii€ncia da banda polimorfica.

O marcador G400-9 foi sequenciado e apresentou uma interessante homologia de
nucleotideo com vetor TN10 (99%, Tabela 05), comprovada pela homologia de aminoéacidos de
96% com transposase de Salmonela € TN10 (Tabela 06).

Os clones da banda polimérfica CBH300-4 foram sequenciados e mostraram alta homologia
(98%) de nucleotideo com gene ribosomal 28S de S. mansoni, S. spindale e S. haematobium

(Tabela 07). Maiores detalhes sobre os alinhamentos encontram-se no apéndice.
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Figura 31: Andlise da clonagem das bandas polimérficas no vetor PGEM-T ap6s digestdo dupla com as enzimas
EcoR 1. A reagdio foi analisada em gel de agarose 0,8 % corado com brometo de etidio (0,5 ug/ml). Como marcador
de peso molecular foi utilizado padréo de 1 Kb (GIBCO-BRL). Na parte inferior do gel observamos os fragmentos
polimérficos liberados apés a digestdo.

Tabela 04: Seqiiéncia de nucletideos que produziram score no pareamento com a sequéncia da banda polimérfica

Acesso GenBank Homologia Identidade (%) ValordeE
AC008179 NHO0576F01 (Homo sapiens) 99 0,0
AC003658 Xp22 BAC GS-607H18 (Homo sapiens) 85 ete
HIS585114 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 89 e’

(Homo sapiens)
HSL25A3 Proteina like tetraciclina( Homo sapiens) 89 e!to
AC008716 Cromossomo 5 (Homo sapiens) 89 et
HSDJI335E1 Homo sapiens 88 gl
CNSO01DWR Cromossomo 14 (Homo sapiens) 88 e
HS1044017 Homo sapiens 88 e
AL158841 Homo sapiens 85 el

A identidade indica a porcentagem de residuos idénticos observados na regido de alinhamento.

71



Tabela 05: Seqliéncia de nucletideos que produziram “score” no pareamento com a sequéncia da banda polimérfica
G400-9 de 400 pb proveniente do RAPD com ¢ iniciador Rd9 presente nas linhagens adaptadas a B. glabrasa.

Acesso GenBank Homologia Identidade  Valor
Gi{14626270(gb|AC092386.1|AC092386 Homo sapiens 99 o 154
Gi]141963631gb|AC009142.10]AC009142 Homo sapiens 99 o154
Gi114141752|gb|AC009161.12|AC009161 Homo sapiens 99 o154
Gi]13873314|gb|AF332859.1|AF33285951 Mus musculus 99 e 134
Gi113786337|gb|ACO10548.8|AC010548 Homo sapiens 99 o154
Gi113470146|gb|AC022414.6|AC022414 Homo sapiens 99 o154
611134474231 gb|AC007470.11AC007470  Drosophila melanogaster 99 o154
611131625091 gb|AC010591.8AC010591 Homo sapiens 99 o 134
Gi112321708gb|AC068901.8|ACO68901 Arabidopsis thaliana 99 o154
Gi|11545515(gb|AF307748.1]AF307748 vetor Tn 10 99 el

Tabela 06: Seqiiéncia de proteinas que produziram “score” no pareamento com a seqliéncia de aminicidos da banda
polimorfica de 400 pb G400-9 proveniente do RAPD com o iniciador Rd9 presente em todas as linhagens adaptadas
a B. glabrata

Acesso GenBank Homologia Identida Valor de
de (%) E
G1]10957265|ref|NP 058289.1] Putative IS10 Transposase- 96 2e !
Salmonela
Gil11545516]gb|AAG37886. 1] Transposase doTN10 96 2¢ !
Gi14186041splQ03226]YTDK BACS  Hijpotética proteina de 35,6 kDa 96 4e”*
Gi{10957274|ref|NP 058298.1] Transposase doTN10 95 Te ™
Gi12060934| qéDl! 52&%18301 -11aF31 Transposase doTN10 Pseudomonas 72 3¢ 70
G1]4138699|emb|CAA97957.1] Transposase doTN10- Xantomanas 38 6e !0




Tabela ¢7: Seqiiéneia de nucleotideos que produziram “score” no pareamento com a seqii€éncia da banda polimérfica
de 300 pb proveniente do RAP com o iniciador Rd4 em casais da linhagem BH.

Acesso GenBank Homologia Identidade Valorde
| (%) E

Gi1695740 | emb|246503.1] SMPRZESRR Gene do ribossomo28S de 98 e 1%
S. mansoni

Gi1695747 | emb|246505.1]58SL285RR Gene do ribossomo28S de § 98 e 14
spindale

Gi1695738|emb|Z46521.1| SHM28SRR Gene do ribossomo28S de 98 e 138
S. haematobium

Gi|695739 | emb|246504.1]STP28SRR Gene do ribossomo28S de 95 g 10
S.japonicum

Gi]11055089|gb|AF184265.1|AF184265 Gene do ribossomo28S de 92 g 103

- B. polonica

Tabela 08: Candidatos a marcadores moleculares intra-especificos para Schistosoma mansoni identificados por
RAPD-PCR ¢ RAP-PCR

Marcadores moleculares Iniciadores aleatérios Método de identificacao  Tamanho

MAP120-7 TGCCGAGCTG RAPD 120 pb
MAP300-7 TGCCGAGCTG RAPD 300 pb
MAP320-7 TGCCGAGCTG RAPD 320 pb
LE2100-7 TGCCGAGCTG RAPD 100 pb
G400-9 GTGACGTAGG RAPD 400 pb
SP200-9 GTGACGTAGG RAPD 200 pb
LE2000-9 GTGACGTAGG RAPD 2000 pb
Ouh250-10 GGGTAACGCC RAPD 250 pb
Ouh200-11 GTGATCGCAG RAPD 200 pb
CBH100-10 GGGTAACGCC RAP 100 pb
CBH250-10 GGGTAACGCC RAP 250 pb
CLE250-7 TGCCGAGCTG RAP 250 pb
FLE400-3 CTGCTGGGAC RAP 400 pb
M700-2 TGCTCTGCCC RAP 700 pb
MBH600-10 GGGTAACGCC RAP 600 pb
FBH320-2 TGCTCTGCCC RAP 320 pb
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IV. DISCUSSAO

1. Aspectos gerais da variabilidade

A evolugdo dos organismos depende de sua variabilidade inerente. Se suas variac@es nfo se
adaptam a uma mudanca ambiental eles sfio usualmente eliminados; isto é verdade para
organismos simples e complexos. Os helmintos, anteriormente, eram freqlientemente considerados
estaticos em seu estagio de evolugfo por serem primitivos e bem adaptados aos seus hospedeiros
(SAOUD, 1966). Estudos comparativos com linhagens geograficas de parasitas, inclusive S.
mansoni, tém demonstrado que essa afirmacfio ndo é verdadeira (SAOUD, 1966). Os dados
apresentados aqui corroboram essa afirmac3o.

A premissa fundamental do Darwinismo € que a evolugio ocorre pela conversio da variacdo
intra-populacional em variagdo inter-populacional no tempo e espago (LEWONTIN, 1974). Cem
anos ap6s a publicacdo da Origem da Espécies (DARWIN, 1859), a técnica de eletroforese de
enzimas forneceu a primeira medida precisa da variagio genética em populacdes naturais de
organismos (HARRIS, 1966; LEWONTIN & HUBBY, 1966), sendo o grau de variacio
inesperadamente alto. A aplicagiio de técnicas de biologia molecular em estudos com acidos
nucléicos ja sugeria que a extensdo da variagdo em regides de DNA n#o codificadoras pudesse ser
maior que a encontrada em loci enzimaticos (AYALA, 1982; NEI, 1987). As moléculas ou fracdes
moleculares sujeitas a minima diferenca funcional evoluem mais répido (em termos de
substituicdo de mutantes) que aquelas sujeitas a diferencas mais acentuadas (KIMURA, 1968).
Neste trabalho, observamos polimorfismo de DNA da ordem de 0,75 ou 75,7%, sugerindo uma
grande variabilidade inter-populacional uma vez que esses vermes estio sujeitos a pressdes
evolutivas. Essa variabilidade aumenta a valéncia biolégica do parasita, tornando-o mais capaz de
se adaptar a condi¢bes ambientais diversas.

Nas ultimas duas décadas, teorias evolucionistas surgiram para explicar a variacfo genética
encontrada em populagdes naturais de organismos. A teoria meutralista explica a maioria da
variagdo genética por meio de mutagdes neutras seletivas e subseqiiente deriva genética
(KIMURA, 1968), enquanto a teoria selecionista defende que muitos alelos sio funcionalmente
diferentes e mantidos por algum tipo de sele¢fo balanceada (NEVO, 1978; SELANDER &
KAUFMAN, 1973). A primeira teoria, portanto, afirma que a grande maioria das mudancas

evolucionérias em nivel molecular nfio sfo causadas pela selecio de Darwin mas, pela fixacdo
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aleatéria de mutantes seletivamente neutras. Ela também afirma que muito da variabilidade
genética intra-especifica em nivel molecular € essencialmente neutralista. Deste modo, muitos
alelos polimorficos sdo mantidos nas espécies pelo balango entre o grau mutacional e a extingdo
(ou fixagdo) aleatéria. Em outras palavras, o polimorfismo de DNA e proteinas € considerado
uma fase transitéria da evolugdo molecular, rejeitando a nocfio de que a maioria dos
polimorfismos s#o adaptativos e ativamente mantidos por algum tipo de selegfo balanceada. Os
métodos moleculares utilizados neste estudo (RAPD-PCR ¢ RAP-PCR) sfo centrados na teoria
da evolugdo neutralista (KIMURA, 1968) e consideram uma correlagio geral entre a quantidade
de divergéncia molecular e o tempo decorrido desde esta divergéncia.

O DNA, para ser objeto de analises confidveis, deve estar o mais integro possivel e de boa
qualidade. Quelantes de fons divalentes como o EDTA (etilenodiaminotetracetato) nos tampdes
foram usados em nossas amostras bloqueando a atividade das DNAses I e II para preservar a
estrutura do DNA (figuras 01 e¢ 02). Como o RAPD envolve anelamento com iniciadores
aleatérios (seqiiéncias de nucleotideos aleatérias) sob condi¢des de baixa estringéncia, devem ser
tomados cuidados adicionais para evitar amplificacBo de DNA contaminante. Os controles
negativos, feitos paralelamente a todas as reagSes de RAPD, garantem a fidelidade dos nossos
resultados. O uso de diferentes iniciadores permite que o genoma total possa ser analisado quanto
a variagio genética porque os iniciadores anelam nas posi¢Ses de alta homologia naquelas
condicBes de amplificacfo usadas. Esta variagdo observada pelo procedimento de RAPD-PCR &,
portanto, confidvel devido a sensibilidade do método, uma vez que as posigbes de nucleotideos
também podem ser comparadas (McMANUS & BOWLES, 1996). A capacidade do PCR de
amplificar segmentos a partir de pequenas quantidades de DNA também permitiria a adaptago
do método para ser usado em investigagbes epidemioldgicas de estdgios larvais (BARRAL et al,,
1993).

2. Variabilidade do Schistosoma mansoni

Para os parasitologistas, uma linhagem pode ser considerada nfio sendo somente
geneticamente diferenciada de outra populagdo mas, também diferindo em uma ou mais
caracteristicas de importancia epidemiolégica. Nesse caso, o termo “ linhagem “ € valioso, ndo

como unidade evoluciondria ou categoria taxondmica mas, como um descritor pratico no controle
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e tratamento de doengas parasitdrias (THOMPSON & LYMBERY, 1990). JONES & KUSEL
(1989) afirmavam que a variagfio no caso de S. mansoni néo parecia ter base genética. Nossos
dados indicam que essa afirmagfo no procede. Toma-se interessante, portanto, correlacionar
estes dados com fatores epidemiolégicos importantes para que estes tenham um valor real.

A variabilidade genética entre populacdes distintas de uma espécie pode ter um padrio
diferente daquela entre espécies distintas. Considerando um “ pool “ génico que contenha uma
alta variabilidade genética, as linhagens tendem a preservar ou eliminar alelos nos loci
polimérficos dependendo da heterogeneidade do ambiente local. Se o meio-ambiente for
homogéneo em relagdo a alguns parimetros, a selegio balanceada nio poderia ocorrer para
muitos alelos. Isto poderia explicar a perda da variabilidade genética observada em experimentos
cujo ambiente € homogéneo e artificial (VALENTINE, 1976), como no caso das linhagens
mantidas durante muito tempo em laboratério. Em nosso estudo, notamos a diminui¢io na
variabilidade genética na linhagem LE pelo menos na relaggo parasita-hospedeiro intermedidrio
(figuras 16 e 17), confirmando que vermes infectando hospedeiros intermedidrios e definitivos
em condi¢Bes padronizadas, tendem a se diferenciar das “ linhagens de campo” ( BH, SJ1, SJ2 e
Ouh).

Diferengas fenotipicas significantes existem dentro e entre populacdes geograficas de S.
mansoni (MINCHELLA et al., 1997). A variabilidade intra-especifica observada em estudos de
ecologia e epidemiologia de S. mansoni tem se mostrado um fendmeno importante, gerando
conseqiiéncias tais como diferencas quanto a preferéncia ao hospedeiro intermediario,
cronobiologia da emergéncia cercarial, a infectividade, morfologia, viruléncia, manifestacGes
clinicas, suscetibilidade a quimioterapia e resisténcia a imunidade induzida por vacina entre
populagbes da mesma espécie (ROLLINSON et al., 1986; BRYANT & FLOCKHART, 1986;
McMANUS & HOPE, 1993). Dentro deste contexto, escolhemos trabalhar com linhagens de
areas geograficas diferentes, adaptadas a B. glabrata (BH, MAP, Ouh e LE), adaptadas a B.
tenagophila (SJ1 e SJ2), patogénica (BH), tolerante (Ouh) e resistente (MAP) a drogas
esquistossomicidas. Devido a possivel influéncia de fatores ambientais e/ou do hospedeiro sobre
estes fen6tipos, a variabilidade pode nfo refletir diferencas genéticas entre as populacdes de
parasitas (THOMPSON & LYMBERY, 1990). Para o diagnéstico, tratamento e controle efetivo
das doengas parasitarias, ¢ essencial que as linhagens de parasitas possam ser acuradamente

caracterizadas. Uma tentativa de defini¢do de linhagens ¢ baseada na distribuicio geografica ou
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na espécie de hospedeiro mas, diferencas genéticas freqlientemente cruzam estes limites
(THOMPSON & LYMBERY, 1990).

A morfologia externa geral do parasita fornece a mais priméria e evidente fonte de
caracteristicas comparativas, embora comumente espécies proximas sejam morfologicamente
indistinguiveis, mesmo quando té€m relevantes caracteristicas epidemioldgicas distintas
(THOMPSON, 1988). No Brasil, existem alguns trabalhos que descrevem as caracteristicas
fenotipicas dos vermes adultos de diferentes linhagens (MAGALHAES & CARVALHO, 1973b;
PARAENSE & CORREA, 1981; MACHADO-SILVA et al., 1995). Os vermes machos adultos
da linhagem BH s#o maiores que os da SJ (MAGALHAES & CARVALHO, 1973b). Os vermes
da linhagem Ouh s@io os maiores j4 observados entre linhagens brasileiras (GOMES, 1996). E
interessante frisar que nos animais pequenos, a area da superficie € suficientemente grande em
relagio ao volume do corpo, de modo que as trocas de gases e residuos e o transporte interno
podem ser executadas por difusfo através da superficie corpdrea geral. O tamanho maior do
corpo implica também em aumento das superficies externas e internas, facilitando fungdes tais
como secrecido, absorcdo e trocas gasosas (BARNES, 1984). O tamanho do verme adulto, assim
como a producio cercarial, sdo caracteristicas relacionadas com a infectividade da linhagem
(JOHNSTON et al., 1993).

Um dos estudos precursores sobre a variac3o intra-especifica em S. mansoni foi realizado por
PARAENSE & CORREA, em 1981, comparando as linhagens BH e SJ. Os resultados deste
estudo ja apontavam um melhor ajustamento fisioldgico da linhagem BH-B. glabrata que o
binémio SJ-B. tenagophila, sendo ambos simpatricos. Para estudar detalhadamente o parasita, €
necessario estabelecer isolados em laboratério e, obviamente, estes isolados representam uma
pequena parte do pool génico das popula¢bes naturais de Schistosoma. Além disso, existe a
possibilidade da selegdo de gen6tipos particulares devido a passagem sucessiva em hospedeiros
de laboratério (ROLLINSON & SOUTHGATE, 1987).

Deve-se ter em mente, portanto, que o desenvolvimento de uma populagdo de S. mansoni a
partir de poucos clones de cercérias (efeito fundador) poderia explicar a baixa variabilidade intra-
populacional em linhagens mantidas em laboratério por longo tempo sem que haja uma retro-
alimentacdo com parasitas do campo, como ocorre com a LE. Este fenémeno poderia favorecer
um limitado fluxo génico e a fixacdo ou perda de determinados alelos. De acordo com

FLETCHER et al. (1981), a “ passagem “ continua dos esquistossomos por camundongos
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diminui a variabilidade genética pela selecfio induzida do hospedeiro de determinados alelos de
isoenzimas (as linhagens existem geneticamente em condi¢bes adaptativas tUnicas em
determinado laboratorio). Nestas geragdes repetidas, somente uma fragio dos genodtipos
disponiveis amadureceriam, acasalariam, contribuindo, assim, para a geracdo subseqiiente
(SLATKIN, 1987). A variabilidade genotipica (diferencas no DNA) gera, em tltima analise, uma
variabilidade fenotipica, caracterizada pelo pardmetros distintos de cada linhagem estudada. O
fluxo génico (modificacSes de freqiiéncias de alelos devido ao movimento de gametas ou
individuos) é um pré-requisito para a especiagio alopétrica classica (NADLER, 1995). As
linhagens BH e SJ1,2 por manterem altos niveis de fluxo génico entre elas, podem estar se
comportando como unidades evolucionérias Unicas, enquanto as linhagens Ouh e LE, com baixos
niveis de fluxo génico, podem estar evoluindo independentemente (figuras 15 e 16). Embora os
estudos devam continuar sendo feitos com linhagens de laboratério, deve-se reconhecer que €
impossivel garantir que estas populacSes sejam representativas daquelas do campo (CURTIS &
MINCHELLA, 2000), portanto, € necessdrio ressalvas com as extrapolacdes de nossos
resultados. Dentre as linhagens utilizadas neste estudo, a BH (PARAENSE & CORREA, 1963b),
utilizada ha 38 anos como referéncia para outras linhagens, e SJ tém seu material genético
periodicamente re-alimentado com parasitas e moluscos colhidos no campo. A linhagem LE, por
sua vez, devido sua longa manutengfo em laboratério apresentaria baixa heterozigose, fenémeno
observado quando sua estrutura populacional foi determinada por microsatélites de DNA
(RODRIGUES et al.,, 2001). Segundo NEI et al. (1972), o efeito fundador reduz a heterozigose
em média 65%.

O isolamento da linhagem Ouh ¢ relativamente recente, sendo utilizada neste trabalho a
geragdo F17. Segundo GOMES (1996), a linhagem Ouh, apresenta periodos pré-patente e patente
de 35 e 28 dias, respectivamente. E interessante ressaltar que todos os moluscos que eliminaram
cercdrias morreram no final do periodo de 28 dias, sugerindo que, possivelmente, a relacdo
parasita-hospedeiro intermedidrio seja recente na histéria natural do parasita na regido de
Ourinhos. O fenémeno de co-evolugfo parasita-hospedeiro é bem documentado e deve ser levado
em consideragdo (THOMPSON, 1994). De um modo geral, esta associacio tende para o
equilibrio pois a morte do hospedeiro € prejudicial para o parasita. Analises comparativas feitas
com o DNA de linhagens de laboratério e do campo feitas por PINTO et al. (1997) mostraram

que o fendmeno da heterogeneidade em S. mansoni estava erroneamente sendo sub-estimado.
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Na década de noventa, estudos genotipicos moleculares realizados com S. mansoni tém
revelado um surpreendente grau de diversidade intra-especifica (BARRAL et al., 1993; DIAS
NETO et al.,, 1993a; McMANUS & HOPE, 1993; PILLAY & PILLAY, 1994). Corroborando
com estes dados, os perfis eletroforéticos obtidos neste trabalho com os cinco iniciadores
utilizados indicaram variabilidade genética entre as nossas linhagens (figuras 02, 04, 06, 08 e 10).
Tais observagOes estdio de acordo com estudos morfolégicos e biolégicos anteriores (SAOUD,
1965; MAGALHAES & CARVALHO, 1973b; FRANDSEN, 1979; PARAENSE & CORREA,
1981).

3. Variabilidade no hospedeiro intermedidrio

Nas areas endémicas, normalmente habitadas por B. glabrata, encontram-se individuos com
a forma hepatoesplénica descompensada da esquistossomose, enquanto nas areas onde o homem
se infecta atraves de cercdrias oriundas da B. fenagophila, 2 maioria dos portadores sio
assintomaticos (DIAS et al., 1988). Estudos sobre a compatibilidade entre diferentes linhagens de
S. mansoni e seus hospedeiros invertebrados, indicam uma maior compatibilidade entre eles
quando o tempo requerido para o completo desenvolvimento do parasita no molusco é mais curto
(FRANDSEN, 1979; PARAENSE & CORREA, 1981) ou quando a produgdo cercarial indica
maior capacidade infectante (ZANOTTI-MAGALHAES et al, 1991). Um miracidio pode
penetrar em varias espécies de molusco, mas seu desenvolvimento ou nfio nos tecidos é
determinado pela adaptagdio bioquimica e genética ao hospedeiro intermediario. NEWTON
(1952) considerava que essa suscetibilidade ou resisténcia do molusco como uma caracteristica
hereditaria. O desenvolvimento dos miracidios e consequente producéo cercarial seria resultado
de uma intensa reagéo de defesa celular (MALEK, 1967). Os trabalhos de RICHARDS (1970),
RICHARDS & MERRITT (1972) e NABIH & ELANSARY (1980) confirmaram em extensivos
estudos da genética dos moluscos B. glabrata e B. alexandrina que a relagio de especificidade
parasita-hospedeiro intermedidrio é realmente de cariter genético. Além disso, RICHARDS
(1977) mostrou que a resisténcia a infecgdo em moluscos adultos € governada por um tnico gene
de acordo com a genética mendeliana. Esta sugestfio teve suporte a partir das descobertas de
KNIGHT et al. (1991) e LARSON et al. (1996), que descreveram a ocorréncia de polimorfismos

genéticos em moluscos resistentes e suscetiveis através do uso de fragmentos de restricio de
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comprimentos polimérficos (RFLPs) no gene de rRNA e ensaios de RAPD. Em B. glabrata, no
entanto, a resisténcia ao S. mamsoni é conhecida como uma caracteristica multigénica
(ROLLINSON et al., 1997). Estas consideracdes tornam-se relevantes na medida em que a
transmiss@o da parasitose depende do grau de compatibilidade entre o molusco ¢ a linhagem local
do parasita. A infectividade do Schistosoma também parece ser determinada geneticamente, mas
¢ uma caracteristica multigénica (KASSIM & RICHARDS, 1979).

Principalmente duas caracteristicas epidemiolégicas do S. mansoni dariam suporte a uma
subdiviséo mantendo gendtipos agrupados. A pressio imune aplicada por grupos de hospedeiros
relacionados (intermedidrios ou definitivos) poderia selecionar uma agregacio particular de
parasitas locais. Além disso, os gendtipos dos parasitas mostram uma tendéncia a supradispersgo
nos hospedeiros intermedidrios B. glabrata (MINCHELLA et al., 1995). De qualquer modo, estes
dois fatores poderiam ser afetados pela recombinagio que ocorre quando o casal de vermes no
homem gera novos genotipos.

O grau de infectividade destes hospedeiros determinaria, portanto, a patogenicidade dos
esquistossomos (SAOUD, 1966) e ¢ regulado por mecanismos celulares e humorais préprios
(BAYNE et al,, 1980; GRANATH & YOSHINO, 1984) desencadeando ou nfio uma reagdo
amebocitaria em torno dos esporocistos (GUARALDO et al., 1981). Em outros casos, a
suscetibilidade de uma linhagem de moluscos a um trematédeo particular pode ser causada pela
capacidade do parasita de esquivar-se do sistema de defesa do hospedeiro por mimetismo
molecular, ou pela supresséio ou alteragio da resposta do hospedeiro (BAYNE & YOSHINO,
1989; LOKER, 1994). Sendo o parasita bem-sucedido, a expectativa de vida do molusco diminui
(STURROCK, 1966). Analisando os padrSes eletroforéticos obtidos com os cinco iniciadores
usados no RAPD-PCR, observamos que somente aquela obtida com o iniciador Rd9
(GTGACGTAGG) (figura 07) demonstra alguma variabilidade entre as linhagens com relagio a
adaptabilidade ao molusco. As linhagens que parasitam B. glabrata (BH, Ouh e LE) apresentam
um fragmento de aproximadamente 400 pb (marcador G400-9), ausente nas linhagens que
parasitam B. tenagophila. Este fragmento polimérfico poderia ser responsavel por uma
variabilidade neutra, regulatéria ou funcional ocasionando que a auséncia do alelo poderia
proporcionar a capacidade de infectar a B. tenagophila. E interessante lembrar que a linhagem
SJ2 consegue infectar B. glabrata. Essa adaptabilidade, poderia ser em termos de producdo

cercarial, a qual ocasionaria ou nfio uma maior patogenicidade. De qualquer modo, funcional ou
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ndo, o fragmento G400-9 é um marcador interessante para linhagens que parasitam B. glabrata,
mais patogénicas, o qual direcionaria uma quimioterapia mais racional. A adaptabilidade medida
pela produgfo cercarial também poderia ser interpretada em termos de eficécia epidemiologica,
superior nas linhagens adaptadas a B. glabrata.

A distribui¢io do Schistosoma, albergados em diferentes espécies de Biomphalaria, tém
conseqgiiéncias epidemiolégicas para sua dindmica nos hospedeiros vertebrados. Portanto, a
supra-dispersdo genotipica serve para manter a diversidade genética do parasita através da
transmissfo de multiplos gendtipos (MINCHELLA et al., 1995). Outros processos que também
poderiam auxiliar a heterogeneidade genética sio a mobilidade dos hospedeiros definitivos, a
agregacio espacial dos moluscos infectados com cercérias de diferentes genotipos e a rapida
alteracdo nos indices de mortalidade do hospedeiro durante o periodo patente (ANDERSON &
MAY, 1979).

A produggio de uma descendéncia varidvel em ambientes varidveis € presumida como uma
vantagem da reprodugio sexual (BELL, 1982). Esta ocorre nos hospedeiros vertebrados, os quais
adquirem formas infectantes que s3o produtos assexuais do parasita (cercérias). As cercarias
oriundas de um tnico hospedeiro intermedidrio através do processo de expansdo clonal, nio
diferem geneticamente. Se cada hospedeiro intermediario carrega somente um Unico genétipo
parasita, e estes sdo distribuidos ao acaso entre os hospedeiros intermediarios, entéo a mobilidade
dos hospedeiros vertebrados é essencial na aquisi¢do de um arranjo diverso de gen6tipos parasitas
no hospedeiro vertebrado. Como eles sfo expostos a formas infectantes de multiplos hospedeiros
intermediérios, os hospedeiros vertebrados servem como ponto de fusdo da diversidade genética
parasita (MINCHELLA et al, 1995). Uma vez que somente a mobilidade dos vertebrados pode
nio ser suficiente para manter a diversidade genética no Schistosoma, onde pelo menos dois
gen6tipos (macho e fémea) sdo necessarios para a infecgio, a grande dispersdo dos diferentes
genétipos parasitas entre os hospedeiros intermedidrios auxilia também a manutengio desta
heterogeneidade. Visto que uma proporgio substancial da variabilidade genética na populaggo do
parasita pode ser encontrada dentro de um Unico hospedeiro intermediério infectado por varios
miracidios, a transmissio de multiplos genétipos parasitas nfo requer exposi¢do a estigio
infectantes de varios hospedeiros intermedidrios. Se a redugfio na sobrevida dos hospedeiros
intermediarios infectados com multiplos gendtipos ndo diferir significativamente daqueles

hospedeiros infectados com um parasita, entfo uma distribuigso agregada dos gendtipos parasitas
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seria esperada nos hospedeiros intermedirios. Entretanto, diferengas na produgio cercarial entre
moluscos expostos a um ou varios miracidios pode ser significativamente dependente do tamanho
do hospedeiro e do tempo de exposicio (GERARD et al.,, 1993). Os parasitas oriundos de
hospedeiros intermediérios infectados por varios miracidios poderiam sofrer uma redugiio na
produgdo cercarial, mas este custo pode ser balanceado por um aumento na probabilidade de
infecgGes dos hospedeiros vertebrados bem sucedidas quando os moluscos abrigam infecgdes
sexo-balanceadas. Pelo lado dos parasitas, supra-disperséo dos genotipos facilita a transmisso de
gendtipos multiplos e a manutengZo da heterogeneidade geneética. A co-infeccdio de hospedeiros
com populagBes de parasitas geneticamente heterogéneos, fendmeno passivel de ocorréncia na
natureza, influenciaria nfio somente a dinidmica de transmissio do parasita mas, também a
evolugfo da viruléncia do parasita (GUPTA et al., 1994; NOVAK & MAY, 1994).

4. Variabilidade na esquistossomose humana

A diversidade intra-especifica pode ser a base da variagdo regional observada na aparéncia
clinica da esquistossomose (McCUTCHAN et al.,, 1984; COELHO et al., 1989). O grau de
morbidade da esquistossomose mansbnica humana varia nas diferentes regides, possivelmente
porque a infectividade e a fecundidade do parasita é variavel (HIGGINS-OPITIZ & DETTMAN,
1991). A patogenia da doenga pode estar relacionada com a infectividade da linhagem aos
hospedeiros intermediario e definitivo, a distribuigiio dos ovos nos tecidos e o tamanho das
reagdes granulomatosas, tendo como conseqiiéncia um quadro de hepato-esplenomegalia
(ROLLINSON & SOUTHGATE, 1987). A linhagem Ouh demonstrou estas relagBes em
condigdes experimentais (GOMES, 1996), apresentando indices de recuperacdo de vermes
adultos de 52%. Conseqiientemente, haveria maior niimero de fémeas ovipondo, aumentando a
patogenicidade da linhagem. As outras linhagens estudadas por MAGALHAES & CARVALHO
(1973a) apresentaram indices de recuperagio de 17% (BH) e 15,6% (SJ).

Os parasitas penetram rapidamente via cutdnea ou mucosa (2-15 minutos) (BARBOSA,
1970) mas MILLER & WILSON (1978) observaram que a pele do camundongo constitui uma
barreira intransponivel para 60-70% das cercérias de S. mansoni. Segundo dados da WHO
(1993), padrGes geograficos na patologia da esquistossomose é um fendmeno bastante comum.

Embora sejam freqiientemente explicados por meio de diferencas na intensidade de transmissio
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entre focos ou genétipos de hospedeiro, devemos considerar que algumas manifestacSes da
doenga sdo relacionadas diretamente a genética do parasita (CURTIS & MINCHELLA, 2000).
Embora estas caracteristicas possam ter alguma base genética, fatores externos também
influenciam os padrdes epidemioldgicos. A duragio do periodo pré-patente no hospedeiro
definitivo € caracteristico da espécie e varia entre as linhagens, entretanto o periodo pré-patente
no hospedeiro intermediario € mais dependente de influéncias ambientais e do préprio molusco
(ROLLINSON & SOUTHGATE, 1987; McMANUS & HOPE, 1993). Como os testes de vacinas
estdo cada vez mais iminentes (BERGQUIST & COLLEY, 1998), seria prudente examinar
também a variagdo genética em epitopos relevantes no ambito de agdo do S. mansoni, para
determinar quanto efetiva uma vacina poderia ser em cada regifio geografica pois os dados deste
trabalho mostram uma considerdvel variabilidade intra-linhagens.

Por outro lado, o S. mansoni pode sobreviver por vérios anos exposto 20s mecanismos
imunitarios do hospedeiro sem aparente dano, O que pode estar ocorrendo na linhagem SJ1,
adaptada a B. tenagophila, considerada menos patogénica. O polimorfismo do comportamento de
linhagens do parasita frente ao sistema imune do hospedeiro definitivo pode ser atribuido em
parte a expressdo diferencial de antigenos que ocorre durante a maturagdo do verme (SNARY et
al., 1980), bem como ao desenvolvimento de uma membrana mais externa multilaminar
constantemente renovada (HOCKLEY, 1973; WILSON & BARNES, 1974).

O Vale do Paranapanema € uma regifio endémica controlada pela SUCEN onde os portadores
vém sendo submetidos ao tratamento pelo oxamniquine desde 1973, evidenciando uma érea de
pressdo de droga de cerca de 30 anos (GOMES, 1996) com possivel contamina¢@io do ambiente
com ovos provenientes de pacientes tratados e nfo curados, e selegdo de parasitas menos
suscetiveis a droga (COLES et al., 1987). Desta regido foi isolada a linhagem Ouh que difere das
outras linhagens estudadas devido sua tolerdncia ao oxamniquine e praziquantel, ndo
respondendo adequadamente ao tratamento. Esta tolerfncia foi induzida por sele¢do em
laboratorio (GOMES, 1996). BONESSO et al. (1994) observaram que a dosagem de 100
mg/Kg/5 dias foi capaz de matar apenas 80% dos vermes machos e que parte dos vermes que
sobreviveram continuaram acasalados e, em alguns casos, com recuperag@o da oviposi¢@o. Os
fragmentos Ouh250-10 e Ouh200-11 (figuras 09 e 11; Tabela 05) sfo possiveis marcadores
moleculares da linhagem Ouh que facilitariam o tratamento através de uma escolha coerente da

droga e dosagem a ser utilizada.
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5- Anélise do polimorfismo genético através do RAPD-PCR

O genoma possui um enorme contetido informativo. A homogeneidade observada nos
padrdes de amplificagio do gDNA ¢é consistente com a baixa variabilidade em linhagens de
laboratério previamente reportadas (DIAS NETO et al., 1993a), mesmo em um organismo de
reproducéo sexuada. No entanto, em oposigdo a alta taxa de polimorfismo observada neste estudo
(somente 24,3% das bandas amplificadas eram compartilhadas por todas as linhagens), BARRAL
et al. (1993) e DIAS NETO et al. (1993b) observaram 5% e 7% de polimorfismo entre diferentes
linhagens de S. mansoni, respectivamente. Nossos dados parecem mais condizentes com de
KAUKAS et al. (1994) que observou 25% de bandas compartilhadas entre diferentes linhagens
de S. intercalatum. A eletroforese em gel de agarose utilizada no primeiro trabalho, no entanto, é
considerada menos sensivel que a eletroforese em gel de poliacrilamida corada com prata,
explicando os resultados discrepantes. No segundo trabalho, o autor j4 salientava a necessidade
do uso de iniciadores que amplificassem bandas suficientes para permitir uma analise
quantitativa. O segundo método (BEIDLER et al., 1982; BASSAM et al., 1991) € cerca de 100
vezes mais sensivel (3 pg/ mm em géis de 1,5 mm) e possui maior resolucfo. O grau de variacdo
nos produtos de PCR obtidos pela andlise de RAPD reflete a variagio da seqiiéncia dos sitios de
anelamento dos iniciadores entre as linhagens do parasita (PILLAY & PILLAY, 1994). Algumas
bandas sdo mais intensas que outras, como observado em nossos perfis eletroforéticos (figuras
02, 04, 06, 08 e 10), o que implica ou em um maior acesso da seqiiéncia a Taq polimerase ou que
a sequéncia amplificada corresponde a DNA repetitivo (DNA satélite sexo-especifico, DNA
satélite compartilhado entre os sexos, genes de RNA ribossomal e seqiiéncias retrotransposons-
like) ou na presen¢a de mais de uma cépia do gene (BARRAL et al., 1993). Os fragmentos
coimigrantes eletroforeticamente entre duas linhagens sio considerados indicativos de uma
seqiiéncia comum, devido a baixa probabilidade de que dois fragmentos distintos amplificados
migrem juntos. Portanto, a determinagdo do numero de fragmentos que s3o comuns a duas
amostras € uma estimativa de sua distincia genética (BARRAL et al., 1993). A disponibilidade
de um numero significante de fragmentos (144 fragmentos, Tabela 01) obtidos neste trabalho,
possibilitou o calculo das distincias genéticas entre as linhagens BH, SJ1, SJ2, Ouh e LE (Tabela
03).
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A maior ou menor intensidade das bandas também poderia estar relacionada com a variagéo
individual dentro de cada “ pool “ de linhagem estudada porque os perfis eletroforéticos de uma
amostra sdo uma combinacio do padrfio de seus membros individuais. BARRAL et al. (1993), no
entanto, encontrou basicamente padrSes individuais e de amostras idénticos quanto a
discriminacéo dentro do género Schistosoma. Mesmo assim, seria interessante fazer, futuramente,
este experimento com nossas linhagens para avaliar a real origem da variabilidade e viabilizar
estudos mais acurados de genética de populages.

Os iniciadores utilizados neste estudo foram previamente utilizados na amplificagdo do DNA
de trés linhagens de S. mansoni (BARRAL et al.,, 1993) do Brasil, Guadalupe e Venezuela que
observaram, do mesmo modo que em nosso trabalho, polimorfismo intra-especifico em 46% dos
iniciadores. Em nosso trabalho, a percentagem de iniciadores que detectaram polimorfismo intra-
especifico foi de 45,5%. Os iniciadores RD7, Rd8, Rd9, Rd10 e Rdll (figuras 03, 05, 07,09 e
11) também detectaram marcante polimorfismo no trabalho citado acima, assim como em n0osso
estudo. Uma observacdo bastante interessante deve ser levada em conta aqui. As linhagens
estudadas por BARRAL et al (1993) sdo mais distantes geograficamente, oriundas de paises
diferentes, quando comparadas com as deste estudo, todas brasileiras. No entanto, o grau de
polimorfismo encontrado em nosso estudo (75,7%) ¢ bastante superior, em parte devido a
metodologia utilizada, em parte devido ao préprio polimorfismo intra-especifico que parece
condizer com caracteristicas fenotipicas tdo distintas.

Os produtos das analises de RAPD podem ser classificados em trés grupos: (1) aqueles que
aparecem em todas as amostras (ndo polimérficos); (2) aqueles que aparecem claramente em
algumas amostras mas, nfio em outras (polimérficos); e (3) aqueles de intensidade varidvel
(quantitativamente polimérficos) (HEUN & HELENTJARIS, 1993). Neste estudo, apenas os dois
primeiros tipos foram considerados para anélise, ou seja, aqueles mais estaveis.

Usando a técnica de RAPD, obtivemos marcadores que podem ser usados para discriminar
linhagens de S. mansoni. (figuras 02, 03, 04, 05 e 06), com a vantagem adicional da ndo
necessidade da informacéo da seqiiéncia ou do uso de radioatividade e de se detectar diversidade
no genoma total (BARRAL et al, 1993). Isto possibilita o uso destes marcadores como
ferramentas diagndsticas em 4reas endémicas onde a identificagdo tem se mostrado dificil por

meio de caracteristicas morfoldgicas ou biolégicas.
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No RAPD, hipoteticamente assumimos que um fragmento é amplificado em todos os casos
nos quais dois sitios de iniciadores sucessivos estdo localizados em fitas complementares em
orientac¢do oposta. O polimorfismo € detectado como presenca ou auséncia de banda, podendo ser
causado pela alteragdo no sitio de ligagio do iniciador em alguns individuos ou grupo de
individuos (no nosso caso, linhagens). As diferengas na seqiiéncia de nucleotideos podem ser
causadas por mutagdes, inser¢des ou delecSes, inversdes ou translocagdes, ou variagfio no nimero
de sequéncias repetitivas nestes sitios (CLARK & LANIGAN, 1993). No exame do polimorfismo
de DNA em nosso estudo, observamos uma média de 15 bandas / linhagem. A estimativa da
divergéncia deve basear-se ndo somente na contagem absoluta das bandas (Tabela 01) mas,
tambeém, na propor¢do de bandas que compartilhadas por duas ou mais amostras (Tabela 02). Se
considerarmos os dados do RAPD como analogos a fragmentos de restricdo, podemos estimar a
divergéncia nucleotidica (niimero de substitui¢des por sitio) entre nossas linhagens. O RAPD, por
sua vez, tem a caracteristica de ser mais abrangente que o RFLP, uma vez que este nfo pode
identificar diferengas entre alelos se estas forem causadas por substitui¢bes de bases ocorridas
fora dos sitios de restrigdo. Seguindo este raciocinio, as linhagens mais distantes geneticamente,
LE e Ouh, apresentariam maior nimero médio de nucleotideos diferentes por sitio de iniciador
(NEI & LI, 1979), que as linhagens SJ1 e SJ2 (Tabela 03). Para tanto, devemos assumir que a
amplificagdo dos fragmentos depende unicamente do anelamento entre iniciador e um sitio
gendmico. A baixa distdncia genética e divergéncia nucleotidica entre as linhagens SJ1 e SJ2 ja
era esperada, uma vez que o tempo de selecdo desta tiltima ¢ pequeno para provocar muitas
alteragbes em nivel de DNA que a diferencie da primeira. Além disso, a maior proximidade entre
BH e SJ2 que entre BH e SJ1 (Tabela 03), sugere que na linhagem que estd sendo selecionada
(SJ2) a evolugho esteja atuando no sentindo de aproxima-las, uma vez que a linhagem SJ2 infecta
B. glabrata tdo bem quanto BH, sendo mais patogénica.

Analises usando marcadores de RAPD tém demonstrado a diversidade genética de
Schistosoma infectando ratos em Guadalupe (BARRAL et al., 1996) e o método tem permitido
um exame recente da diversidade parasita entre os moluscos (SIRE et al., 1999). A descrigdo
desta diversidade dentro do hospedeiro ¢ uma etapa crucial para entender a estrutura da
populagdo, mas estimativas similares da diversidade genética do parasita sio necessarias para
uma amostragem simultdnea maior dos hospedeiros intermedidrio e definitivo em uma 4rea

grande. Outras questdes complexas sobre a estrutura da populagdo de Schistosoma, no entanto,
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permanecem obscuras. Qual seria a propor¢do de genétipos de parasitas que, liberados no
ambiente como ovos nas fezes humanas, se estabelecem nos moluscos? Para respondé-la é
necessario o desenvolvimento de marcadores efetivos para medir a freqiiéncia dos alelos na
populagio, como por exemplo marcadores de microsatélites ou de RAPD individual.

Muitas substituicGes de 4cidos nucléicos podem ocorrer em regides nfo-transcritas do DNA e
portanto ndo conservadas durante a evolucfo (LI et al.,, 1973; ROBERTSON & JEPPESEN,
1972). S3o conhecidas linhagens com diferentes taxas de mutagSes em vérios organismos
(COSTA, 1987). O mesmo pode ocorrer em S. mansoni, gerando linhagens com caracteristicas
fenotipicas téo diversas como as estudadas neste trabalho. Esperdvamos, portanto, que existissem
mais diferencas em nivel de DNA que em nivel de proteinas em genomas relacionados, o que foi
comprovado em nosso estudo com o numero maior de possiveis marcadores de RAPD em
comparacio com os de RAP-PCR (Tabela 05) (KING & WILSON, 1975). Deve-se levar em
conta o numero de fragmentos totais e ndo apenas os mais marcantes. Para cada proteina, o raio
de evolugio em termos de substituigdes de aminodcidos € aproximadamente constante por sitio
de amino4cidos por ano para varias linhagens (KIMURA, 1968). Estas discrepdncias podem
ocorrer devido a redundincia dos cédons e consequentemente a existéncia de mudangas de
nucleotideos de terceira posicio as quais nfo levardo a substituicdes de aminoacidos. Pelo RAP-
PCR, entdo, descartamos as mutagles que ocorreram em regides nfo-transcritas e avaliamos
somente as mutagdes em regides codificadoras ou expressfo diferencial, levando-se em conta, no
entanto, que as mutagdes em regides codificadoras nem sempre levam a alteragdes importantes na

proteina final.

6. Analises filogenéticas

A analise do dendograma construido com o método Neighbor do programa RADistance
(figura 15) forneceu uma demonstragéo direta da variagdo intra-especifica de S. mansoni oriundos
de areas geograficas diversas, indicando a similaridade entre as diferentes OTU’s; no nosso caso,
linhagens. Este método objetiva refletir distincias evoluciondrias. Assim como PILLAY &
PILLAY (1994), nossos resultados sugerem que, pelo menos com os iniciadores utilizados, o
RAPD pode ter amplificado regides neutras do DNA das amostras que em sua forma

filogeneticamente conservada nio sofreu pressdes ou manipulacdo prolongada em laboratério. O
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dendograma mostrou dois ramos, um abrigando as linhagens mineiras e outro as paulistas. A
maior proximidade genética entre as linhagens mineiras, ambas oriundas da regifo de Belo
Horizonte, pode ser devida 2 uma maior proximidade geografica espacial em comparagio com as
paulistas j& que a diversidade genética helmintica aumenta em fungfio do aumento da barreira
geografica entre populagSes (isolamento geografico) (PILLAY & PILLAY, 1994). Geralmente,
quanto mais distanciadas estfo as populacdes, mais diferentes elas s5o em frequéncias alélicas e
nas caracteristicas fenotipicas de base genética, embora nio haja, freqiientemente, uma correlacio
estrita. As distdncias genéticas puderam ser calculadas devido a disponibilidade de um ntimero
significante de fragmentos (144 fragmentos) (Tabela 02) e sfo definidas como o nimero médio
de substituiges de bases por locus (NEI 1972) ou niimero médio de substitui¢des de
nucleotideos por sitio (NEI & LI, 1979). Quando observamos fragmentos polimérficos no perfil
eletroforético de RAPD em linhagens do mesmo ramo, podemos sugerir que esta variabilidade
poderia estar associada a alguma caracteristica adaptativa relacionada com sua distribuiggo
geografica. O conhecimento das relagdes simpétricas e alopatricas das populagdes de S. mansoni
podem também auxiliar a resolver questdes taxondémicas ou se duas populagdes representam ou
nfo espécies distintas.

Uma limitagdo geral de nossa técnica é sua incapacidade de inferir relagbes filogenéticas
porque as distdncias genéticas calculadas a partir do RAPD poderiam ser afetadas por paralogia,
0 que faria com que os padrdes de RAPD fossem inconsistentes com eventos de especiagio
(GUSMAO et al., 2000).

A idé¢la que a variagdo genética estd relacionada com a variagio ambiental (amplitude
ambiental) data de DOBZHANSKY (1951), LEVENE (1953) e outros autores. Eles sugerem que
a quantidade de variacdo genética pode ser considerada como uma estratégia adaptativa para
aumentar a aptiddo da populagio em um ambiente incerto e heterogéneo espaco-temporalmente.
Esta heterogeneidade ambiental € o principal fator na manutencgo e estruturagdo da variacio
genética nas populacdes naturais

Uma maneira de entendimento dos padres de variagio geografica ¢ a analise dos valores de
distdncia genética entre populagdes. A menor distdncia (Tabela 02) corresponde a linhagens
bastante semelhantes (SJ1 e SJ2, DG = 0,358) sugerindo que a selecio feita em laboratério nio
afetou muito o patriménio genético da populacdo de SJ2 em decorréncia de pressdes seletivas ou

que a duragdo deste processo € pequena para causar modifica¢des a nivel genético. Essa selecdo
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foi desenvolvida em um esquema de autofecundagfio de B. tenagophila suscetivel a infeccio pela
linhagem SJ, obtendo-se deste modo progénies de moluscos com taxas crescentes de
infectividade (ZANOTTI—MAGALHAES et al, 1991). No decorrer deste experimento foi isolada
paralelamente, uma populagdo de S. mansoni (linhagem SJ2) resultante dessas passagens
sucessivas. ZANOTTI-MAGALHAES et al. (1997) haviam observado que a passagem sucessiva
desta linhagem em B. tenagophila selecionada para o cardter suscetibilidade ajustou-a
fisiologicamente a esta espécie de hospedeiro intermedidrio. Por outro lado, as linhagens LE e
Ouh apresentaram a maior distdncia genética, confirmando que a distdncia geografica estd
relacionada com a distdncia genética devido aos baixos niveis de fluxo génico existentes entre
elas. Nem todas as linhagens, entretanto, correrdo o risco de sofrer especiagfio porque 0 processo
de diferenciacdo geografica pode ser reversivel.

LYDEARD et al. (1989) e MULVEY et al. (1991) estudaram a estrutura genética da
Fascioloides magna parasitando cervos de cauda branca. Populagdes oriundas da regifo do rio
Savannah mostraram baixa média de diferenciaciio (Fsr = 0,016), e os padrSes de distdncia
genética entre as popula¢Ses ndo eram relacionados aos padrSes de diferenciagfo de hospedeiros
ou 2 distidncia geografica entre unidades de caca da regido. O Fg; mede a redugfo da heterozigose
de uma populacdo devido a deriva génica aleatéria. Contrastando com os resultados acima,
populacdes do parasita coletados de diferentes estados (Carolina do Sul e Tennessee) mostraram
grandes niveis de diferenciacdo (Fsr = 0,176) e efeitos causados pelo isolamento geografico
(MULVEY et al, 1991). Como ¢ caracteristico em muitos sistemas parasita-hospedeiro, a
distribuicdo de F. magna entre os cervos era altamente agregada, e isto pareceu influenciar a
estrutura genética da populagfo. A reprodugfo assexuada no hospedeiro intermediario resulta em
distribui¢des localizadas de metacercérias do mesmo clone, e este actimulo de metacercérias
idénticas aumenta a probabilidade que os cervos sejam infectados com adultos representando um
Gnico clone. O estudo de MULVEY et al (1991) revelou que os cervos tendem a ser infectados
com parasitas do mesmo gen6tipo € mostra, através de simulagdes, que aproximadamente metade
dos valores de Fgr podem ser explicados pela distribui¢iio nfo aleatéria dos gendtipos dos
parasitas entre os hospedeiros definitivos. Esta mesma situagfo poderia estar ocorrendo com as
linhagens de regides geograficas diferentes utilizadas neste trabalho.

Estudos experimentais ja tém mostrado que linhagens de S. mansoni de diferentes areas

geograficas podem exibir diferencas em suas caracteristicas biologicas e em sua infectividade ou
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patogenicidade. FLETCHER et al. (1981) analisaram 14 enzimas de vermes individuais de 22
linhagens da Africa, Arébia Saudita, América do Sul e India e estimou que sete dos & loci eram
polimérficos e que a disténcia genética entre as linhagens era baixa (raio de 0-0,27), indicando
uma pequena diferenciagio intra-especifica entre populagdes do Velho ¢ Novo Mundo. As
linhagens de nosso estudo, apresentaram raios de distancia genética maiores da ordem de 0,3-0,6,
correspondendo ao nimero de diferengas de nucleotideos ocorridas entre elas. Estas linhagens,
exaustivamente estudadas, além de serem oriundas de 4reas geograficas diferentes apresentam
caracteristicas bastante distintas.

Outro recente exame de genes do rRNA através de RFLP em linhagens de S. mansoni do
campo e de laborat6rio da América do Sul e Central detectou variacdo inter e intra-linhagens e a
perda da diversidade genética no parasita mantido em laboratério (VIEIRA et al., 1991).

O conhecimento do mecanismo de suscetibilidade do molusco a linhagens locais de S
mansoni (BASCH, 1975) e dos padrdes de liberacio de cercarias (MELHORN, 1988) sio de
grande interesse tedrico e prético para o controle eficiente da esquistossomose. Em populacbes
naturais, esse genodtipo varia quantitativa e qualitativamente, ocasionando variacOes locais nas
relages parasita-hospedeiro intermediario (RICHARDS, 1977). Analisamos, por este motivo, as
linhagens estudadas em dois grupos principais baseados na espécie do hospedeiro intermediario,
observamos um padrdo semelhante de dendogramas utilizando dois tipos de coeficientes
diferentes: coeficiente de Dice (DICE, 1945) e coeficiente de Jaccard (JACCARD, 1908). A
comparagao usando o coeficiente de similaridade de Jaccard ¢ baseada na presenca de uma banda
e sua posi¢do como uma varidvel bindria, enquanto o coeficiente de Dice usa 2 posicdo da banda
valorizando, por sua vez, as bandas compartilhadas. A aplicagio de mais de um coeficiente de
similaridade e comparag#io dos resultados de classificacio pode auxiliar no processo de escolha
da representagdo dos dados mais apropriada para ser de importincia confirmatéria. Os
dendogramas apresentados nas figuras 16 e 17 mostram topologia e, conseqiientemente, relacdes
filogenéticas muito similares.

Ambas analises revelaram que, independente do coeficiente de similaridade usado, as
linhagens séo agrupadas em trés grupos principais: (1) um grupo composto pela linhagem ouh;
(2) um grupo composto pelas linhagens BH, SJ1 e SJ2 e (3) um grupo composto pela linhagem
LE. As arvores nfo tém raiz e a linhagem LE foi colocada em um grupo externo, haja visto,

nossos conhecimentos prévios que sugerem que ela é mais divergente geneticamente; quando
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comparada com as outras deste estudo, e principalmente com a Ouh (DG = 0,642), como pode ser
observada nas figuras 16 ¢ 17. O brago da arvore que une a linhagem LE e as outras linhagens €
longo, separando-as bastante. Por outro lado, o brago que une as linhagens SJ1 e SJ2
(principalmente na arvore da figura 16) € bem menor quando comparado com o comprimento dos
outros bragos. O fato das linhagens adaptadas a B. tenagophila serem agrupadas juntamente com
a linhagem BH, adaptada a B. glabrata corrobora os dados obtidos por MAGALHAES & DIAS
(1973) que observaram que as linhagens SJ e BH eram altamente infectantes a B. glabrata de
QOurinhos. SLATKIN (1987) afirmou que para certos parasitas, a colonizacfio de novos
hospedeiros € um tipo de fluxo génico que poderia contrabalancear o desaparecimento local. A
selecdo favoreceria a evolugfio de caracteristicas que aumentariam a capacidade de disperséo
(NADLER, 1995). Esta disperso, no caso, seria feita pelo homem, aumentando o fluxo génico
via dispersdo dos ovos entre as regides. Interessantemente, ainda, a linhagem de Ourinhos parece
estar mais proxima filogeneticamente destas que a linhagem LE. Os autores acima citados
explicavam seus resultados por meio de um possivel intercimbio genético entre as linhagens
mineira e paulista do trematddeo. Este fenémeno € epidemiologicamente importante levando-se
em conta a intensa migracdo interna que sabidamente ocorre entre estas regides. Cerca de 88%
dos casos de esquistossomose mansonica detectados em S#o Paulo sfio oriundos de outros
estados, incluindo Minas Gerais, estado fronteirico (SUCEN, 1982). Nota-se, portanto, que os
moluscos paulistas, em condi¢des naturais, além de estarem se infectando com miracidios
simpétricos, podem ser hospedeiros intermedidrios de linhagens provenientes de outras areas
brasileiras. Este fato também ja havia sido observado por MORAND et al. (1996) utilizando
moluscos do campo. Estas sfo excegdes a regra de EBERT (1994) que propde que os parasitas
sdo mais infectantes a hospedeiros simpatricos que a alopétricos. Podemos observar, ainda, que
as linhagens Ouh e LE desenvolvem relagdes invaridveis nos dois tipos de arvores, enquanto que
as relagdes das linhagens pertencentes ao grupo 2 séo mais varidveis ou transitdrias em termos de
suas posi¢des nas arvores. Essa transitoriedade seria, entfo, a representagio do intenso fluxo
génico entre elas. Mesmo com as similaridades observadas entre as linhagens BH, SJ1 e SJ2,
ainda se pode observar marcadores distintos nestas linhagens (SP200-9: fragmento de 200pb,
figura 07).

Segundo TAKAHAKA (1983), a quantidade de tempo necessério para alterar o equilibrio

genético de populagdes ¢ dependente do tamanho efetivo desta (numero de individuos que
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contribuem com genes para a préxima geracio) e do raio de imigrag#o, podendo ser um grande
numero de geragOes. Quando o tamanho efetivo da populagéio e os raios de migragio sdo
pequenos, a deriva genética tem maiores chances de ocorrer (agdo de selecdo natural), podendo
selecionar e fixar genes ou grupos de genes que alcangariam o méaximo da eficiéncia biolégica
nos organismos. O fluxo génico, por sua vez, espalharia este genétipo mais adaptado (NADLER,
1995). Se a migrago ocorre entre duas populagdes, elas sempre compartilham alguns alelos
comuns e a diferenciagéo, deste modo, ¢ impedida (NEI, 1972).

A fecundidade e a sobrevivéncia de linhagens resistentes e suscetiveis de B, glabrata sdo
afetadas pela infecgéo pelo parasita (MINCHELLA & LoVERDE, 1983). GOMES et al. (1993)
observaram que a suscetibilidade dos caramujos B. glabrata simpétrica a infecgio (37%) pela
linhagem de Ourinhos, 2 taxa de mortalidade (90%) e uma sobrevida em torno de 80 dias,
demonstram pouca adaptacdo do parasita a este hospedeiro intermediédrio. Linhagens de S
mansoni consideradas como bem adaptadas ao seu hospedeiro intermedidrio sobrevivem em
torno de 160 dias, no caso de B. tenagophila, (FIGUEIREDO et al. (1992) e 200 dias, no caso de
B. glabrata (ZANOTTI-MAGALHAES, 1987). A partir dos dados de RAPD (figuras 16 e 17),
podemos inferir que a linhagem Ouh € menos relacionada com as linhagens BH, SJ1 e SJ2 (grupo
2), estas sabidamente bem adaptadas aos seus hospedeiros intermedidrios, talvez porque a relacio
parasita-hospedeiro intermediario seja um evento mais recente na histéria evolutiva. Uma maior
sobrevida do hospedeiro intermediario significaria uma vantagem adaptativa para o parasita
porque, entdo, este teria maiores chances de completar seu ciclo de vida no hospedeiro definitivo
(ANDERSON & MAY, 1979). As diferencas de suscetibilidade do hospedeiro intermedidrio
seriam entdo determinadas, pelo menos em parte, pelo genétipo do parasita.

Além do fenbmeno de migragGes internas, é importante salientar que as linhagens adaptadas
a B. renagophila constituem-se em linhagens epidemiologicamente importantes. Anteriormente
considerada uma mé hospedeira de S. mansoni no campo e no laboratério (PARAENSE &
CORREA, 1963b; SUCEN, 1982; MAGALHAES et al., 1991), ela tem sido, nas tltimas
décadas, responsavel por focos ativos em determinadas regides do estado de S&o Paulo (vales do
rio Paraiba e Ribeira) mesmo com baixos indices de infecgdo natural (PIZA et al, 1960; RAMOS
et al., 1969; SUCEN, 1982). E bem conhecido, também, que em areas de baixa endemicidade hi

uma despropor¢do entre o niimero de portadores (10-15 %) e as baixas taxas de infecciio de
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moluscos (DIAS et al., 1988). Deve-se considerar ainda, que existe uma estreita relagéio entre a
existéncia de 4reas de média e alta endemicidade e a presenca de B. glabrata.

A estrutura populacional € a representagiio de como uma grande populacéo é subdividida em
populagdes distintas menores. Nesta pode ocorrer variagdes desde panmixia, onde os
acasalamentos ocorrem ao acaso, aos isolamentos completos de sub-populaces, onde individuos
devem escolher um companheiro entre seus coespecificos locais. A estrutura populacional
depende da intera¢do de vérias forgas microevolutivas. A mutagfio cria novos alelos em sub-
populacdes, a selecdo pode aumentar a freqiiéncia de alguns alelos favordveis ao ambiente local e
a deriva génica altera a freqiiéncia destes devido a flutuacGes estocésticas; sendo que cada uma
destas forgas tende a diminuir a similaridade da sub-populaggo. O fluxo génico, movimento dos
gametas ou migrantes individuais entre sub-populagdes, tende a destruir as fronteiras entre sub-
populacgdes, como pode ter ocorrido entre as linhagens BH e Ouh. Interessantemente, sob certas
circunsténcias o fluxo génico € uma forga criativa na evolucfo, possivelmente distribuindo alelos
por toda uma populagio. Por outro lado, o fluxo génico pode evitar a diferenciaciio genética por
selecdo local, prevenindo um grupo de individuos da adaptagio especifica as condigdes locais
(CURTIS & MINCHELLA, 2000).

A estrutura genética da populagiio de Schistosoma tem um papel importante na
epidemiologia do parasita. Se a variagdo for distribuida como em uma espécie panmitica, com
suficiente fluxo génico entre regides geograficas diferentes, diminuindo as pressdes de seleciio
localizadas, entdo nfo existiria uma estrutura definida de populacdio. Isto implicaria que a
variagdo presente seria sujeita a freqiiente recombinacdio, continuamente gerando novas
combinacbes de alelos as quais rapidamente espalhariam alelos que seriam particularmente
favoraveis ao parasita (como a resisténcia a drogas, por exemplo) entre todas as populagdes. Se,
por outro lado, diferentes populagdes naturais de Schistosoma estdo adaptadas a seus ambientes
locais e ndo trocam genes freqlientemente com populagdes de habitats vizinhos, entfio existe o
potencial para a sub-divisio da populagdo ocorrer. Cada uma destas sub-populacdes
relativamente isoladas teria, entfio, um conjunto de caracteristicas para particularidades tais como
suscetibilidade a drogas e a patologia (CURTIS & MINCHELLA, 2000).

A estrutura populacional do Schistosoma seria, entdo, indefinida porque o fluxo génico tende
sempre a homogeneizar populacdes de parasitas através de vilas, regiGes ou continentes. Isto

poderia ocorrer por meio de dois processos, ou 0 homem atuaria como um hospedeiro mével
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fornecendo parasitas de uma variedade de foco de infecgdo ( “ liquidificador genético ” ) ou os
portadores de esquistossomose seriam infectados por grupos de genotipos que foram agrupados

em populagbes de moluscos e estes gendtipos seriam simultaneamente liberados nas fezes dos
pacientes (CURTIS & MINCHELLA, 2000).

7. Anélise da variabilidade intra-especifica através do RAP-PCR

A técnica de * diferencial display “ modificada utilizada neste trabalho (PIENTA &
SCHWAB, 2000) tem algumas vantagens sobre a técnica convencional. Ao usar hexameros
aleatérios como iniciadores para a transcricdo reversa, é mais provavel que o cDNA resultante
inclua regides codificantes porque nfio é fechado pela cauda de poli(A) do RNA mensageiro e
exclui o uso de radioatividade. Este cDNA reflete apenas as seqiiéncias traduziveis em proteinas
(exons) ou RNA funcional. Além disso, ela requer pequenas quantidades de RNA (2ug).

O RAP-PCR ¢ um poderoso método que permite a comparagfo de organismos similares ¢ a
identificacdo e isolamento de genes com expressio diferencial (LIANG & PARDEE, 1992;
WELSH et al,, 1992; PRASHAR & WEISSMAN, 1996). Genes com expressdo diferencial
aparecem como bandas presentes na eletroforese de uma linhagem mas n3o na de outras. Desta
maneira podemos avaliar a real influéncia de um determinado gene no momento da extragdo. As
condigdes de extracdo e manutencdo dos parasitas tiveram de ser as mais padronizadas possiveis,
uma vez que, qualquer alteragfo, como o meio de cultura utilizado ou o tempo decorrido da
perfusdo até a extragdo do RNA afetam a expressdo génica.

As mesmas linhagens com caracteristicas fenotipicas distintas analisadas por RAPD também
foram avaliadas segundo a expressdo diferencial de genes utilizando-se a técnica de RAP-PCR.
Esta € presumivelmente mais sensivel, uma vez que analisa a transcricdo do gene, o que poderd
determinar o fenétipo distinto da linhagem (figuras 22, 23 e 24). Observamos ainda que os
fragmentos gerados pelo RAPD séo, na sua maioria, maiores que os gerados por RAP-PCR. Isto
ocorre devido a presenca dos introns, regibes ndo codificadoras, presentes no DNA gendmico. O
controle para confirmar a qualidade do ¢cDNA (figura 20) mostrou um resultado bastante
interessante, na medida em que a segunda banda obtida com iniciadores especificos parece ser
linhagem-especifica, estando presente apenas na linhagem LE. Isto j& a tornaria um possivel

candidato a marcador molecular e, até mesmo, diagnéstico.
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O RAP-PCR permite estudar variacSes nos padrdes de expressfo protéica que foram
causadas por mutagSes. Como € improvavel que muitas mutacdes em um lécus causem efeitos
drasticos, presumimos, portanto, que as proteinas especificas para os loci nos quais os mutantes
morfolégicos sfo identificados, estfo sujeitas, como outras enzimas e proteinas, a sofrer um
grande numero de substitui¢des de aminoacidos que tenham somente pequenos efeitos na sua
fungdo. Estimativas gerais da proporgiio de sitios de aminodcidos que renderiam mutacdes
drasticas “ nfo s8o possiveis, especialmente na visio de relagbes desconhecidas entre o grau de
enfraquecimento enzimético ¢ o grau de distiirbio morfogenético (COSTA, 1987). E, entio,
adotado o valor de 1/3 para a propor¢do de sitios de aminodcidos que sfo potencialmente
drésticos em uma proteina, que poderiam ter efeitos severos na fisiologia ou morfogénese.

Quando comparamos a variabilidade gen6mica das linhagens BH ¢ LE com a variabilidade
génica em relagdo ao iniciador Rd7 (TGCCGAGCTG) (figuras 03 e 24), observamos esta
discrepéancia. A porcentagem de polimorfismo de DNA foi de 58,7% e de RNA, 9,1%; sendo que
dos onze fragmentos de cDNA amplificados, somente um era polimérfico (marcador CLE7).
Podemos concluir, entdo, que a maior variabilidade estd em regides nfo-codificadoras ou em
genes que ndo sdo expressos na fase adulta. Mesmo assim, é muito interessante observar essa
variabilidade de RNA em linhagens da mesma 4rea geogrifica e com caracteristicas tdo
semelhantes. As duas linhagens tém como hospedeiro intermedidrio a B. glabrata mas,
pertencentes a linhagens de moluscos diferentes. A linhagem BH ¢ mantida na B. glabrata albina,
enquanto a LE € mantida na linhagem melénica. Sabe-se que mesmo entre os moluscos desta
espécie, considerado bom hospedeiro intermedidrio, existe uma variagdo na suscetibilidade entre
linhagens de molusco (DIAS et al., 1987; ALLEGRETTIL, 1990). Poderia-se supor, entdo, que
esta expressdo diferencial seria responsdvel pela maior infectividade ou capacidade de
desenvolvimento de uma linhagem de parasita no seu hospedeiro intermediario. Nio podemos
descartar, no entanto, a participag¢@o do sistema imune do molusco determinado geneticamente na

maior ou menor suscetibilidade & infec¢o pelo parasita.

8. Marcadores sexo-especificos

Em contraste com outros trematddeos digenéticos, Schistosomas sdo gonocéricos. As fémeas

sdo heterogaméticas e numerosos clones fémea-especificos foram encontrados (SPOTILA et al.,

95



Discussgo

1987; SPOTILA et al.,, 1989; WALKER et al., 1989; WEBSTER et al., 1989), mas a regifo do
cromossomo responsavel pela determinagdo do sexo permanece desconhecida. Virios estudos
mostraram a sobrevivéncia diferencial das fémeas tanto na forma imatura como na adulta
(JOHNSTON et al., 1993).

Alguns dos marcadores sexo-especificos encontrados neste trabalho (figuras 22, 23, 26, 27,
28, 29 e 31) eram também linhagem—especificos. A expressio sexo-diferencial é provavelmente
devida a diferengas proprias do metabolismo e fisiologia entre os vermes machos e fémeas ¢ a
diferenca entre linhagens, como jé citado, pode estar relacionada com a caracteristica bioldgica
de determinada linhagem. O contetido protéico ¢ extremamente varidvel em vermes adultos,
sendo que varios fatores afetam o tipo e a quantidade de proteinas encontradas nestes parasitas,
tais como o hospedeiro ¢ o tempo de incubacio em cultura. Proteinas associadas 3 contragio
muscular (actina e miosina), por exemplo, estdo altamente presentes nos estdgios adultos,
principalmente no macho devido sua necessidade muscular para fazer a migragdo contra a
corrente sanguinea pareado com a fémea (RUMJANEK, 1987). Muitas proteinas tém sido, entdo,
caracterizadas como sendo sexo-especificas como as glutationas transferases, envolvidas em
mecanismos de resisténcia (BOBEK et al., 1986; SIMPSON & KNIGHT, 1986), o que
demonstra existirem diferengas marcantes na composigo protéica entre machos e fémeas. Outras

proteinas, por sua vez, estdo envolvidas na ovoposico da fémea.

9. Sequenciamento de fragmentos polimérficos

Alguns dos fragmentos polimérficos obtidos neste trabalho, tanto por RAPD como por RAP
foram submetidos ao sequenciamento.

A enzima Taq polimerase utilizada nas amplificagdes dos fragmentos polimorficos adiciona
um A ao produto final. e o vetor utilizado (Esquema 05) é encontrado comercialmente digerido
com um T em suas extremidades, o que o torna apropriado para clonagem de produtos de PCR.

A seqiiéncia de banda polimérfica MBH600-10 (figura 29, linha 2) originada de ¢cDNA foi
analisada no programa BLAST e apresentou homologias de aminoécidos muito baixas quando
comparada com outras seqiiéncias de proteinas do banco de dados, talvez estando a seqiiéncia
incompleta. Isto ¢ possivel devido ao fato das amplificagdes serem processadas com iniciadores

aleatdrios.
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Nosso fragmento polimoérfico apresentou identidade de 89 a 99% com clones gendmicos,
entre eles um pseudo-gene desta proteina humana (Tabela 04). O gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase € uma importante enzima da via glicolitica (glic6lise). Esta enzima ja foi
caracterizada em S. mansoni e S. haematobium e parece estar correlacionada com resisténcia a re-
infecgfo com estes parasitas ap6s quimioterapia (EL RIDI et al., 2001).

Apbs o seqilenciamento, a banda G400-9 de 400pb amplificada nas linhagens adaptadas a B.
glabrata com o iniciador Rd9 (figura 07) apresentou homologia com a transposase do TN10
(Tabela 06). Cada elemento transponivel é ocasionalmente ativado para se mover de um local a
outro no DNA da mesma c€lula por um processo denominado transposi¢dio. A transposase ¢ a
enzima responsavel por este processo. O TN10, um transposon de procariotos é um elemento
ativo de transposi¢o que regula negativamente a expressio de sua propria transposase (SIMONS
& KLECKNER, 1983). Os genomas normalmente contém muitas variedades de elementos
transponiveis, sendo que estes representam 10% do genoma total de eucariotos superiores. O
maior efeito destes elementos € sobre a variabilidade, sendo que os rearranjos na seqiiéncia de
DNA causados pelos transposons claramente alteram o padrfo de expressdo de genes proximos a
ele afetando vérios aspectos do desenvolvimento animal, podendo trazer beneficios ou
detrimentos ao organismo (ALBERTS et al., 1989).

Nossos dados ainda sfio bastante preliminares, mas podemos sugerir que um possivel
elemento de transposi¢do possa estar em local diferente no genoma das linhagens adaptadas a B.
tenagophila (SJ1 e SJ2), influenciando, desta forma, a adaptabilidade a espécies diferentes de
Biomphalaria.

Em relagdo ao produto CBH300-4 de 300pb, amplificado por RAP com o iniciador Rd4
em casais da linhagens BH, a seqii€ncia de nucleotideos mostra homologia com o gene da
subunidade 285 de Schistosoma (Tabela 07). Apesar destas seqiiéncias serem consideradas
altamente conservadas e serem freqiientemente utilizadas em estudos de filogenia entre grupos
distintos, alguns polimorfismos na seqiiéncia ja foram utilizados para distinguir espécies distintas
de Schistosoma. (LITTWOOD & JOHSTON, 1995; KANE & ROLLINSON, 1998). Estes
seqiienciamentos serdo posteriormente repetidos, mas estes dados sugerem que existe algum tipo
de alteracdo na seqiiéncia de nucleotideos transcrita para a subunidade 28S do ribossomo nesta

linhagem.
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Este trabalho abre amplas perspectivas para a genética bésica, genética populacional,
evolugdo e epidemiologia as quais contribuiriam para um melhor entendimento desta importante
doenga endémica mundial. O potencial de permuta de fatores genéticos que influenciam a
diversidade antigénica, patologia da doenga, especificidade a hospedeiros e resisténcia a drogas
pode acarretar profundas conseqiiéncias para a evolugfo futura das relagdes parasita-hospedeiro e
na etologia e controle da esquistossomose. Estes estudos sdo essenciais em diferentes focos de
infecgdo com dindmicas de transmissfo varidveis para garantir métodos de controle efetivos e
eficientes. Os marcadores obtidos aqui podem auxiliar também em diagnéstico e identificacio
mais precisa das linhagens BH, SJ1, SJ2, LE, MAP ¢ Ouh, como mostrado na Tabela 08. Estes
estudos moleculares, ainda em fase preliminar, j4 revelam mudancas micro-evolucionérias

ocorridas em populagdes de S. mansoni e indicam caminhos para questdes macro-evolucionarias.
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V. CONCLUSOES

A partir das informagdes obtidas no presente trabalho, podemos concluir que:

Quante ac RAPD-PCR

1 - Os marcadores de RAPD sfio ferramentas Uteis e viaveis na investigacfo da variabilidade

intra-especifica do Schistosoma mansoni e na identificag@o de linhagens.

2 — A quantidade de polimorfismo, detectado por RAPD-PCR, entre as linhagens BH, SJ1, SJ2,
Ouh e LE foi de cerca de 75% ( 24,3% de bandas compartilhadas por todas as linhagens).

3 - As linhagens adaptadas a B. glabrata podem ser diferenciadas das adaptadas a B. tenagophila
pelo marcador G400-9.

4 — As linhagens paulistas podem ser distinguidas das mineiras pelo marcador SP200-9.
5 — A linhagem LE apresentou 2 marcadores linhagem-especificos: LE2100-7 e LE2000-9.

6 — A linhagem tolerante Ouh apresentou 2 marcadores linhagem-especificos: Ouh250-10 e

Ouh200-11, possivelmente relacionados a essa tolerancia.

7 — O iniciador TGCCGAGCTG mostrou-se capaz de distinguir a linhagem MAP das outras por

gerar um perfil eletroforético caracteristico.

8 — Os marcadores observados em nossas anslises mostram-se vidveis de serem usados como

iniciadores diagndsticos no campo e em estudos de laboratério.

9 — Os perfis eletroforéticos e de curvas densiométricas do RAPD sfo homogéneos e podem ser

usados para gerac@o de arvores filogenéticas de linhagens de S. mansoni.
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10 — As distdncias genéticas maiores entre as linhagens LE e Ouh podem ser devidas a fixacio da

maioria dos alelos em linhagens mantidas durante muito tempo em laboratério.

11. As menores distdncias genéticas entre as linhagens SJ1 e SJ2 refletem que a selecdo genética
feita em laboratdrio € um processo recente e que a maior suscetibilidade apresentada pelo

hospedeiro intermediario 4 segunda ndo reflete uma modificagéo em nivel de DNA.

11 — A origem geografica (4reas ecoldgicas diversas) influencia o grau de divergéncia intra-
especifica como observado no dendograma obtido com os produtos do RAPD, onde as linhagens

foram separadas em dois ramos distintos: paulistas e mineiras.

12 — A linhagem LE estd mais distante evolutivamente, com relagfo 4 espécie de hospedeiro
intermedidrio, aos outros dois grupos de linhagens que possuem uma relacdo filogenética mais

estreita.

13 — A relagdo filogenética mais estreita entre as linhagens BH, SJ1 e SJ2 refletem a existéncia
de um possivel fluxo génico gerado por migragSes internas entre regides dos estados de Sio
Paulo e Minas Gerais. No entanto, elas ainda apresentam consideravel nivel de divergéncia

genética, como demonstrado pelo marcador SP200-9.

Quanto ao RAP-PCR

1 — A técnica provou ser capaz de detectar expressdo génica diferencial entre vermes recém-
perfundidos das linhagens BH, SJ1 ¢ LE.

2 — Os marcadores de RAP-PCR foram capazes de diferenciar as linhagens BH, SJ e LE com os
iniciadores Rd2 (TGCTCTGCCC), Rd10 (GGGTAACGCC), Rd7 (TGCCGAGCTG) e Rd3
(CTGCTGGGAQ).
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3 — A técnica conseguiu gerar marcadores sexo-especificos para fémeas da linhagem LE

(FLE400-3), fémeas da linhagem BH (FBH320-2) e machos da linhagem BH (MBH600-2).

4 — O marcador para machos da linhagem BH (MBH600-10) tem alta identidade de nucleotideo

(99%) com uma proteina humana desconhecida e identidade de nucleotideo de 89% com

gliceraldeido 3-fosfato-desidrogenase.

5 — O marcador para linhagens adaptadas a B. glabrata G400-9 tem alta identidade de

nucleotideos ( 99%) com vetor TN10 e alta identidade de aminoacido.

6 — O marcador CBH300-4 apresentou alta homologia de nucleotideo (98%) com gene do

ribossomo 288S.
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2) Alinhamento da sequéncia de nucleotideos do fragmento polimérfico G400-9 com a sequéncia
de nucleotideos da transposase do vetor TN10 realizado com o programa Blastn,

>gi{11545515|gblAF307748.1|AF307748 Tnl10 delivery vector pHV1Z249 transposase, CAT,
erythromycin
resistance, and ampicillin resistance genes, complete cds
Length = 9092

Score = 548 bits (276), Expect = e-154
Identities = 280/282 (99%)
Strand = Plus / Minus

Query: 46 cgtaggcctagtccgtaggcaggacttttcaagtctcggagggtttcttcaatctgcatt 105
PERTELIT IR L b e i e e e o o RN NN
Sbict: 1233 cgtaggcctagtccgtaggcaggacttttcaagtctcggaaggtttcttcaatctgcatt 1174

Query: 106 cgcttcgaatagatattaacaagttgtttgggtgttcgaatttcaacargtaagttagtt 165
1111!1%i!5!551!illiIll%III!iiiiiii!!iiIIiiili!il RN RERNEY
Sbict: 1173 cgcttcgaatagatattaacaagttgtttgggtgttcgaatttcaacaggtaagttagtt 1114

Query: 166 gctagaacccatggctcctttgccgacgctgagtagattttaggtgacgggtggtgacaa 225
II1]l!}l!l!lllllll!!li!!II{lIlll!{l}l!l!!ill!lll!liillilill
Sbict: 1113 gctagaacccatggctcctttgccgacgctgagtagattttaggtgacgggtggtgacaa 1054

Query: 226 tgagtccgtgtcgagcgctgattttttcggcctttagagcgagatttatacaatagaatt 285
If]lililllll!llilllllllill!llllilli!!lIlillllllllllilil!lll
Sbict: 1053 tgagtccgtgtcgagcgctgattttttcggcctttagagcgagatttatacaatagaatt 994

Query: 286 tggcatgagattggattgcttttagtcagcctcttatagcct 327
PERERELRLE R IR b b e e
Sbhict: 993 tggcatgagattggattgcttttagtcagectcttatageet 952
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3) Alinhamento da sequéncia de aminodcidos do fragmento polimérfico G400-9 de Schistosoma
mansoni com a sequéncia de nucleotideos da transposase TN10 realizado com o programa Blastx

>gi[{115455161gb|ARG37886.1] (AF307748) transposase [Tnl0 delivery vector pHEV1Z249]
Length = 402
Score = 192 bits (489), Expect = 4e-49

Identities = 93/96 (96%), Positives = 94/96 (97%)
Frame = -2

Query: 326 GYKRLTKSNPISCQILLYKSRSKGREKNQRSTRTHCHHPSPKIYSASAKEPWVLATNLXVE 147
GYKRLTKSNPISCQILLYKSRSKGRKNQRSTRTHCHHPSPKIYSASAKEPWVLATNL VE
Sbjct: 215 GYKRLTKSNPISCQILLYKSRSKGRKNORSTRTHCHHPSPKIYSASAKEPWVLATNLPVE 274

Query: 146 IRTPKQLVNIYSKRMQIEETLRDLKSPAYGLGLRHN 39

IRTPKOLVNIYSKRMQIEET RDLKSPAYGLGLRH+
Sbict: 275 IRTPKOLVNIYSKRMQIEETFRDLKSPAYGLGLRHS 310
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4) Alinhamento da sequéncia de nucleotideos do fragmento CBH300-4 de Schistosoma mansoni
com a sequéncia de nucleotideos do gene ribossomal 28S de S. mansoni realizado com o

programa Blatn..

»>gi| 695740 |emb|Z246503.1|SMPR28SRR S.mansoni gene for 285 ribosomal RNA (NMRI-Puerto
Rica)
Length = 1694

Score = 514 bits (258), Expect = e-143
Identities = 268/272 (98%), Gaps = 1/272 (0%)
Strand = Plus / Plus

Query: 25 taacatgtgcgcgggtcattgggtgttacgaaacccaaaggcgaagtgaaggtaaaggtt 84
PEPRPVRRRELED bt PERRUETI RO T o
Sbict: 1188 taacatgtgcgcgagtcattgggtgttacgaaacccaaaggcgaagtgaaggtaaaggtt 1247

Query: 85 cggcttgtccggactaaggtgagatcctgttgtcttgctcatactttccaagttgcgagc 144
IlI§II§Iiiiiillil!il%i!illiii!!ilE%IIIili!!ilil!lil!iil{IfH
Shijct: 1248 cggcttgtchgactaaggtgagatcctgttgtcttgctcatactttccaagttgcgagc 1307

Query: 145 agcgggcgcatcaccggcccgtcccatgacgtagacatgtgacctcgtgttgtgtgcacc 204
]I!ll}ll!illllIlllllll!lil!i)!!llllillililllll!lll!!l!I!lll
Sbict: 1308 agcgggcgcatcaccggcccgtcccatgacgtagacatgtgacctcgtgttgtgtgcacc 1367

Query: 205 gtcggggcgga~saagagcgtacacgttgagacccgaaagatggtgaactatgcttgtga 263
EEEEREERRE llillllllliliIllili!!illllllltl!l!llll!lll!HIl
Sbijct: 1368 gtcggggcggagcaagagcgtacacgttgagacccgaaagatggtgaactatgcttgtga 1427

Query: 264 aggttgaagccagaggaaactctggtggagga 295
FERLUETEI ORI bbb b b
Sbjct: 1428 aggttgaagccagaggaaactctggtggagga 1459
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