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RESUMO

A esquistossomose, doenga parasitaria causada pelo trematédeo Schistosoma mansoni
(Sambon, 1907) e endémica no Brasil, apresenta em nosso meio 0s moluscos
Biomphalaria glabrata (Say, 1818), B. tenagophila (d’Orbigny, 1835) e
B. straminea (Dunker, 1848) como hospedeiros intermediarios naturais. Estudos visando
avaliar a distribuicdo espacial e aspectos biologicos e taxondmicos dos vetores da
esquistossomose sdo ainda necessarios nas areas de transmissdo da doenca. Em Alvorada de
Minas, municipio localizado a cerca de 210 km ao norte da capital do estado de Minas Gerais,
na rota turistica da Estrada Real, os ultimos levantamentos parasitologicos apontaram a
ocorréncia de casos de esquistossomose na populacdo, o que justifica a realizacdo de estudos
visando a determinacdo dos potenciais focos de transmissdo. No presente estudo, foram feitas
cinco coletas malacolégicas, entre outubro de 2018 e setembro de 2019. Todos os pontos de
coleta foram georreferenciados, caracterizados ambientalmente e quanto a presenca de
coliformes fecais na agua. Os moluscos capturados foram avaliados individualmente, em
laboratério, para a deteccdo de possiveis infecgdes por larvas de trematddeos. As cercarias
encontradas foram montadas em laminas de vidro e identificadas em preparacGes néo
permanentes. Posteriormente, os moluscos foram identificados taxonGmicamente, a partir de
critérios morfoldgicos e para as espécies do género Biomphalaria por métodos moleculares
(PCR-RFLP). Paralelamente, para a confirmagéo da suscetibilidade, B. glabrata (geracéo F1)
provenientes de trés localidades e B. kuhniana foram desafiados com S. mansoni (cepa LE) da
UFMG. Os dados foram georreferenciados e representados em mapas. De 46 pontos analisados,
a presenca de moluscos foi constatada em 16 destes, sendo que exemplares do género
Biomphalaria foram encontrados em 13 pontos. Os gastropodes foram encontrados em rios,
acudes, lagos, lagoas e bebedouros de animais domésticos. Apos a triagem, constatou-se a
presenca total de 1125 moluscos vivos pertencentes aos seguintes géneros e frequéncias:
Biomphalaria (68%), Physa (19,9%), Drepanotrema (5,8%), Omalonyx (3,9%),
Pseudosuccinea (1,4%) E Pomacea (0,7%). A partir das analises moleculares foi identificada a
ocorréncia de B. glabrata, B. straminea, B. tenagophila, B. cousini (Paraense, 1966) e B.
kuhniana (Clessin, 1883). Embora negativos para S. mansoni, foram encontrados outros tipos
cercarianos nos gastropodes, como: Xifidiocercaria, Estrigiocercaria e larvas do tipo
Equinéstoma. Dos ambientes verificados, foram 36% ambientes l6ticos e 64% ambientes
Iénticos. A avaliacdo rapida de qualidade dos habitats identificou uma maior presenca de
moluscos nos ambientes impactados e entre os pontos com presenca de moluscos 72%
apresentaram coliformes fecais. A infeccdo experimental de B. glabrata revelou positividade
da geracdo F1 de animais oriundos das trés localizacbes avaliadas, com taxa de infeccédo de
70%, 85% e 100%. J& B. kuhniana apresentou resisténcia a S. mansoni em infeccéo laboratorial.
A confeccdo de mapas permitiu identificar a distribui¢éo e agrupamento dos moluscos limnicos
no municipio e, consequentemente, determinar as possiveis areas de maior risco de transmissao
da esquistossomose em Alvorada de Minas. A atencdo epidemioldgica e a intervencdo com
medidas de controle no municipio devem ser priorizadas nas regides leste, centro e norte, devido
ao maior risco de infeccdo. Este trabalho pode incentivar a criacdo de protocolos de vigilancia
mais eficazes, adequado ao perfil epidemioldgico de cada area endémica, para o controle da
esquistossomose mansoni.

Palavras chave: Schistosoma mansoni. Malacologia. Andlise espacial. Caracterizacdo
ambiental. Areas de risco.



ABSTRACT

Schistosomiasis, a parasitic disease caused by the trematode Schistosoma mansoni
(Sambon, 1907) is endemic in Brazil and has in this environment the molluscs
Biomphalaria glabrata (Say, 1818), B. tenagophila (d'Orbigny, 1835) and B. straminea
(Dunker, 1848) as natural intermediate hosts. The municipality Alvorada de Minas is located
about 210 km north of the capital of the state of Minas Gerais, on the tourist route of ‘Estrada
Real’. The latest parasitological surveys pointed to the frequency of new cases of
schistosomiasis in the population, which justifies carrying out studies aiming at determining
potential sources of transmission. In the present study, five malacological surveys were made
between October 2018 and September 2019. All collection points were georeferenced,
environmentally characterized and the presence of faecal coliforms in the water was analyzed.
The captured molluscs were individually evaluated, in the laboratory for the detection of
possible infections by larvae of trematodes. The cercariae found were mounted on glass slides
and identified in non-permanent preparations. Subsequently, the molluscs were identified
taxonomically, based on morphological criteria and by molecular methods (PCR-RFLP) for
species of the genus Biomphalaria. At the same time, for the confirmation of susceptibility, B.
glabrata (F1 generation) from three locations and B. kuhniana was challenged with S. mansoni
(strain LE) from UFMG. The data were georeferenced and represented on maps. Of 46
collection points, the presence of molluscs was confirmed in 16 of them, and specimens of the
genus Biomphalaria were found in 13 field sites. Gastropods were found in rivers, brooks,
lakes, ponds and drinking fountains for domestic animals. After screening, 1125 live mollusks
belonging to the following genera and frequencies were found: Biomphalaria (68%), Physa
(19,9%), Drepanotrema (5,8%), Omalonyx (3,9%), Pseudosuccinea (1,4%) and Pomacea
(0,7%). By molecular analysis, the occurrence of B. glabrata, B. straminea, B. tenagophila, B.
cousini (Paraense, 1966) and B. kuhniana (Clessin, 1883) was confirmed. Even though, all
collected snails were negative for S. mansoni, other cercariae types were found in other
gastropod species, such as: Xifidiocercaria, Strigiocercaria and Echinostoma-type larvae. Of
the verified environments the examined field sites were characterized as 36% lotic
environments and 64% lentic environments. The rapid assessment of habitat quality identified
a greater presence of mollusks in the impacted environments and among the points with the
presence of molluscs 72% presented faecal coliforms. Experimental infections of B. glabrata
revealed a high susceptibility of the F1 generation of animals from the three locations evaluated,
with an infection rate of 70%, 85% and 100%. B. kuhniana presented resistance to S. mansoni
in laboratory infection. The making of maps made it possible to identify the distribution and
grouping of limnic molluscs in the municipality and, consequently, to determine the possible
areas of greater risk for transmission of schistosomiasis in Alvorada de Minas. Epidemiological
care and intervention with control measures in the municipality should be prioritized in the
eastern, central and northern regions, due to the increased risk of infection. This work can
encourage the creation of more effective surveillance protocols, appropriate to the
epidemiological profile of each endemic area, for the control of schistosomiasis mansoni

Key words: Schistosoma mansoni. Malacology. Spatial analysis. Environmental
characterization. Risk areas.
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1. INTRODUCAO

1.1 Esquistossomose no mundo e no Brasil

A esquistossomose é uma doenca parasitaria que afeta populacdes em 78 paises, e
estima-se que cerca de 240 milhdes de pessoas estejam infectadas e mais de 700 milhdes
expostas a infeccdo (WHO, 2016). Segundo a Organizacdao Mundial de Saude (OMS), trata-se
de um dos maiores problemas de satde publica no mundo, e por esta razdo, consta na lista das
Doencas Tropicais Negligenciadas (NTD — Neglected Tropical Disease), pois prevalece em
condicdes tropicais e subtropicais e regides de maior pobreza (LINDOSO & LINDOSO, 2009;
UTZINGER et al., 2011, WHO, 2019). Em 2016, segundo o estudo global da carga de doencas
(GDB - Global Burden of Disease Study) foi estimado uma significante taxa de morbidade de
1,9 milh&o de anos perdidos por incapacidade (DALY - disability-adjusted life years) para a
esquistossomose no mundo.

Causada pelos trematddeos do género Schistosoma (Trematoda: Schistosomatidae): sao
reconhecidas seis espécies infectantes para humanos que apresentam distribuicéo diferenciada
ao redor do mundo: Schistosoma mansoni Sambon, 1907, Schistosoma guineensis Pages e Cols,
2003, Schistosoma intercalatum (Fisher 1934), Schistosoma japonicum (Katsurada 1904),
Schistosoma mekongi (Voge, Bruckner & Bruce, 1978) e Schistosoma haematobium (Bilharz,
1852) (WHO, 2015). Os parasitos S. haematobium, S. mansoni e S. japonicum sdo as espécies
responsaveis pela maioria dos casos humanos e a doenca apresenta uma ampla distribuicdo na
regido tropical e subtropical do globo, com focos na Africa Subsaariana, América do Sul, no
Oriente Médio, no Sudeste Asiatico e na China (WHO, 2018) (Figura 1).

Apenas S. mansoni tem registro de infeccdo nas Américas, incluindo a Venezuela, ilhas
do Caribe, Suriname e Brasil (COURA & AMARAL, 2004; BRASIL, 2014). Estudos no Brasil
indicam que a esquistossomose mansoni foi introduzida pelos portos no Nordeste em meados
do século XVI, com o comércio de escravos africanos infectados com S. mansoni. No contexto
histérico do desenvolvimento social, politico e econdmico do pais, no inicio do século XVIII,
ocorreu a primeira corrente migratéria para a exploracéo de ouro e diamante no Estado de Minas

Gerais. Posteriormente, no meio do seculo X1X, iniciou outro evento de migracéo para o estado
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de S&o Paulo e para o norte do Parand, onde vérios focos de esquistossomose foram instalados
(LAMBERTUCCI et al., 1987; AMARAL & PORTO, 1994; PRADO JUNIOR, 1986).

-

1 v
-

8. mansoni

m S haematobium

m S. japonicum

m Both S. mansoni and
S. haematobium

™ S ntercalatum

m S. mekongi

Figura 1 - Distribuigdo geografica da esquistossomose no mundo. FONTE: WEERAKOON et al. (2015).

No Brasil, foi registrada a presenca da doenca em 18 estados e no Distrito Federal. O
agravo ocorre de forma endémica nos estados de Alagoas, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do
Norte, Paraiba, Sergipe, Espirito Santo e Minas Gerais. Ja nos estados do Para, Maranhdo, Piaui,
Ceard, Rio de Janeiro, Sao Paulo, Santa Catarina, Parand, Rio Grande do Sul, Goias e no Distrito

Federal, a transmissdo é focal, ndo atingindo grandes areas (BRASIL, 2018) (Figura 2).
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Figura 2 — Distribuicdo geografica da esquistossomose mansoni no Brasil de 2009 a 2017. Fonte: BRASIL. (2019)
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1.1.1 Ciclo do parasito

O ciclo de S. mansoni é heteroxeno com reproducdo assexuada em hospedeiros
invertebrados (moluscos) e sexuada em hospedeiros vertebrados (humano, roedores, primatas,
marsupiais, cdes, bovinos e bubalinos). Os vermes adultos s&o dioicos e habitam
preferencialmente as vénulas do plexo mesentérico do hospedeiro vertebrado, onde depositam
seus ovos. A fémea se encontra dentro do canal ginec6foro do macho onde acontece a
fecundacdo e a postura dos ovos. Os ovos com 150 micrometros de comprimento e 60
micrdmetros de largura apresentam formato oval e na sua parte mais larga uma espicula lateral.
Nos vertebrados, estes ovos, atravessam a mucosa intestinal e sdo eliminados com as fezes,
guando alcancam uma colecdo hidrica em condicdes fisico-quimicos adequadas: temperaturas
28 e 30 °C, luz intensa e oxigenagdo da &gua, os miracidios eclodem dos ovos. Estes nadam
ativamente em busca do hospedeiro invertebrado suscetiveis (caramujos de agua doce do género
Biomphalaria). A atracdo € mediada por quimioreceptores reponsaveis por sinalizar substancias
secretadas pelo muco dos moluscos (SAMUELSON, QUINN and CAULFIELD 1984 e
MACINNIS 1965). Ao entrar em contato com 0 molusco, penetram em seus tecidos a partir de
enzimas histoliticas, secretadas por glandulas cefalicas da larva. Os miracidios, por
poliembrionia, se transformam em esporocistos primarios na regido cefalopodal, que geram os
esporocistos secundarios. Estes esporocistos secundarios no 18° dia apds a penetra¢do migram
para a glandula digestiva, ap6s 25 a 30 dias, modificam em cercarias com ventosas embrionarias
e cauda bifurcada. As cercérias eliminadas pelo hospedeiro invertebrado, 4-6 semanas apds a
infeccdo, nadam ativamente por até 72 horas e, ao entrarem em contato com o hospedeiro
vertebrado, penetram na pele e perdem a cauda transformando-se em esquistossémulos. Estes
chegam ao sistema porta intra-hepético e alcancam a fase adulta. Os vermes adultos acasalam-
se e migram para as vénulas da parede intestinal e a fémea inicia a postura dos ovos entre 4 a 6
semanas ap0s a penetragdo cercariana, completando o ciclo. Os ovos podem ficar presos na
mucosa intestinal, serem arrastados para o figado ou chegam a luz intestinal sendo eliminados
com as fezes (JENKINS-HOLICK & KAUL et al., 2013; NEVES et al., 2016) (Figura 3).
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ESQU ISTOSSOMOSE MANSONI Humano — Hospedeiro definitivo

Schistosoma mansoni
Formas adultas do parasito
(macho e fémea)

Nas veias do mesentério do intestino do
humano, os vermes adultos copulam e
produzem 0s ovos

150 ym

Ovos nas fezes do humano alcangam o
meio externo, caindo em meio apropriado
como lagoas, agudes e agua parada.

Ao entrar em contato com o
humano, penetram ativamente
pela pele, provocando coceira.

O ovo se rompe e libera uma larva
ciliada, denominada de miracidio.

500 pm A

As cercérias saem do caramujo

e migram pela agua. \

XK= Estégio diagndstico (exame de fezes) Caramujos aquéticos — Hospedeiros intermediarios
A = Estagio infeccioso para humano Espécies: B. glabrata, B. straminea e B. tenagophila

O miracidio penetra no caramujo do género Biomphalaria,
onde ocorre o ciclo de reproducdo assexuada do parasito,
gerando numerosas larvas denominadas de cercarias.

Figura 3 - Ciclo de vida de Schistosoma mansoni no Brasil. llustracdo: Marco Antdnio Anacleto
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1.1.2 Controle da esquistossomose mansoni no Brasil

A OMS avaliou que, nas Ultimas duas décadas, o Brasil alcangcou com sucesso as
medidas de controle visando reduzir o nimero de casos de esquistossomose (WHO, 2013).
Apos a implementacdo do Programa Especial de Controle da Esquistossomose (PECE), em
1975, e, posteriormente, com o Programa de Controle da Esquistossomose (PCE), em 1996,
houve uma diminui¢do do numero de doentes, a partir da melhoria no abastecimento de agua e
rede de esgoto, aplicacdo de moluscicida, diagndstico e tratamento com praziquantel (PZQ)
(KATZ, 2018). A doenga teve reducdo acentuada nas taxas de mortalidade e nos casos graves
com altas cargas parasitarias (WHO, 2012; GRENFELL etal., 2013, ROLLISSON et al., 2012).

Embora tenha sido notavel a melhora dos casos, 0 PCE que até o ano de 1999 era
coordenado e administrado pela Fundacdo Nacional de Saide (FUNASA/MS), passou pela
descentralizacdo dos programas de saide no ano de 2000 e transferiu o controle da doenca para
0S municipios, isso gerou a descontinuidade do programa em varias areas que eram monitoradas
e controladas (DRUMMOND et al., 2006).

Nas areas endémicas, desde 1995 a recomendacdo para a notificacdo da doenca € o
Sistema de Informag&o do Programa de Vigilancia e Controle da Esquistossomose (SISPCE).
A partir de 2014, a esquistossomose mansoni passou a ser doenca de notificagdo compulsoria
nas areas ndo endémicas, conforme a Portaria n® 1.271 de 06 de junho de 2014 da Secretaria de
Vigilancia em Saude (SVS), do Ministério da Saude (MS). Nessas areas ndo endémicas, a
notificacdo dos casos passou ser realizada no Sistema de Informagéo de Agravos de Notificacdo
(SINAN).

Nos ultimos 70 anos, foram realizados trés inquéritos de abrangéncia nacional com o
objetivo de descrever a prevaléncia da esquistossomose. Comparando os dados dos inquéritos
de Pellon & Teixeira (1949-1953); do Programa Especial de Controle da Esquistossomose
(1975-1978) e do Inquérito Nacional de Prevaléncia da Esquistossomose mansoni e Geo-
helmintoses (2010-2015) em 11 estados endémicos para esquistossomose, a positividade caiu
de 10,09% para 9,24% e posteriormente para 1,79%, respectivamente (KATZ, 2018). No tltimo
Inquérito realizado entre 2010 e 2015 a prevaléncia da doenca no Brasil foi estimada em 0,99%
(KATZ, 2018).

Apesar da queda significativa da prevaléncia, a doenga continua expandindo e
adquirindo novo perfil epidemioldgico de baixa carga parasitaria, resistindo as acfes
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convencionais de controle e tratamento (COURA & AMARAL, 2004; KATZ, 1998). A
transmissdo ativa esta concentrada nas regides Sudeste (2,35%) e Nordeste (1,27%), sendo
Minas Gerais e Pernambuco os estados mais afetados (WHO/PAHO, 2014; KATZ, 2018).

Contraditoriamente, no ano de 2016, pelo PCE foram registrados no Departamento de
Informatica do Sistema Unico de Satde (DATASUS), o total de 353.540 exames de diagnostico
da esquistossomose em todo o territério nacional, desses foram identificados 12.009 infectados,
representando uma positividade de 3,4%. Foram tratados 8.582 casos detectados nos estados de
Alagoas, Pernambuco, Maranhdo, Espirito Santo, Minas Gerais e Para. A taxa bruta de
mortalidade pelo Sistema de Informac&o de Mortalidade (S1M) foi de 509 6bitos para 0 mesmo
ano.

Os dados obtidos pelo programa apresentam duas estratégias para o diagnostico: 1)
busca ativa (Formuléario PCE-101 — Diério de Coproscopia e Tratamento), e 2) pelo atendimento
a demanda espontanea (Formulario PCE-108 — Casos Detectados na Rede Basica em Areas
Endémicas) (Brasil, 2014). Seguindo recomendagdes da OMS, o método parasitoldgico
referéncia é o Kato-Katz (KATZ et al., 1972) com a producdo de 1 ldamina/l amostra fezes
(WHO, 2018). Atualmente o método comercial ofertado é o HELM TEST — BioManguinhos e
o0 seu desempenho € capaz de avaliar qualitativamente e quantitativamente. O Kit apresenta
placas quantificadoras que comportam 41,7 mg de fezes para a producdo de cada lamina e a
intensidade das infec¢Bes sdo determinadas por ovos por gramas (OPG).

Apesar dos sucessivos programas de controle, a doenga se encontra em expansao
geogréfica, devido a falta de politicas publicas para esgotamento sanitario, pela descontinuidade
do PCE, por expansdo territorial dos hospedeiros intermediarios, pelo turismo rural e ecol6gico
e os fluxos migratorios, assim como pela ineficiéncia das acbes em educacdo em salde (ENK
& SCHALL 2003; MASSARA et al., 2008, KLOOS et al., 2010, FAVRE & MASSARA,
2018).

A OMS anunciou na resolucdo WHA65.21 de 2012, metas de identificagdo precoce e
tratamento oportuno da infeccdo na populacdo de paises endémicos. Para o Brasil, a
determinacdo foi intensificar o controle da morbidade até 2019 e eliminar a transmissdo em
2020 (WHA, 2012). A quimioterapia, embora seja essencial e certamente deve continuar, nunca
alcancara a eliminacdo da doenca caso seja utilizada sozinha (GRAY, 2010). Entdo, para que
resultados proximos desta meta sejam alcancados, estratégias de controle no nivel municipal

devem se sustentar em acGes integradas de saneamento basico, educagdo em salde, diagnostico
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precoce, tratamento dos infectados e controle dos hospedeiros intermediarios (MCMANUS,
2018). Neste estudo daremos énfase no papel do monitoramento dos moluscos hospedeiros

intermediarios de S. mansoni.

1.2 Gastrépodes limnicos — Hospedeiros intermediarios

Os gastropodes de agua doce pertencem a um dos maiores filos de seres vivos na terra,
Filo Mollusca (BOUCHET et al., 2005). Em nimeros, estima-se que existam 4.000 espécies no
mundo e aproximadamente 533 espécies na regido Neotropical (STRONG et al., 2008). No
Brasil ha registros de 224 espécies de gastropodes limnicos catalogados (SIMONE et al., 2006).

Os gastropodes geralmente apresentam morfologia tipica com massa cefalopediosa,
massa visceral e concha espiralada. Outra estrutura importante € a cavidade palial que abriga
o0s 6rgdos vitais responsaveis pela circulacdo, respiracdo, excrecao e reproducdo (BRASIL,
2008; SIMONE et al., 2006).

As espécies do filo Mollusca podem atuar como hospedeiras intermediarias para uma
diversidade de helmintos de interesse médico e veterinario (ADEMA et al., 2012 e KIM et al.,
2014; KOSTADINOVA et al., 2014; GREWAL et al., 2003; ESCH et al., 2002; POULIN &
MOURAND, 2004; LITTLEWOOD, 2006; POULIN, 2007). Atualmente, estima-se que
doencas causadas por helmintos transmitidos por gastropodes afetem mais de 300 milhdes de
pessoas em todo 0 mundo (WHO, 2015 e GIANNELLI et al., 2016).

No tocante as infeccOes transmitidas por moluscos, o termo "doencgas tropicais
negligenciadas" aplica-se, a todas, a saber esquistossomose, fasciolose, fasciolopsiase,
paragonimiase, opistorquiase, clonorquiase e angiostrongilose (BRUUN et al., 2008; MORLEY
etal., 2010; ADEMA et al., 2012).

1.2.1 Biomphalaria spp.

A historia evolutiva dos moluscos como os primeiros hospedeiros dos trematddeos
digenéticos tem sido estudada desde o século XIX, no intuito de compreender o surgimento
dessa intima relagéo e o alto grau de especificidade.

O primeiro registro de infeccdo dos moluscos do género Biomphalaria como

hospedeiros intermediarios de Schistosoma mansoni no Brasil se deve aos trabalhos de
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Lutz (1916, 1917a, 1917b, 1918, 1919). As suas pesquisas foram inspiradas nos trabalhos
desenvolvidos no Egito por Leiper (1915a, 1915b e 1915c) que identificou os moluscos como
hospedeiros intermediarios.

No Brasil, foram descritas onze espécies e uma subespécie de moluscos limnicos do
género Biomphalaria (Preston, 1910): Biomphalaria glabrata (Say, 1818), Biomphalaria
tenagophila (d’Orbigny, 1835), Biomphalaria straminea (Dunker, 1848), Biomphalaria
peregrina (Orbigny, 1835), Biomphalaria schrammi (Crosse, 1864), Biomphalaria. kuhniana
(Clessin, 1883), Biomphalaria intermedia Paraense & Deslandes 1962, Biomphalaria
amazonica PARAENSE & DESLANDES, 1966, Biomphalaria oligoza PARAENSE, 1974,
Biomphalaria occidentalis PARAENSE 1981, Biomphalaria cousini PARAENSE, 1966 e
Biomphalaria tenagophila guaibensis PARAENSE, 1984. Entre estas, somente as trés
primeiras sdo encontradas naturalmente infectadas por S. mansoni. Enquanto B. amazonica, B.
peregrina e B. cousini sdo considerados hospedeiros potenciais com base em infecgOes
experimentais (PARAENSE & Correa, 1971, CORREIA & PARAENSE, 1973 e TEODORO
etal., 2010).

Biomphalaria glabrata, figura 4A, € a espécie mais importante, pelo alto grau de
suscetibilidade e compatibilidade com o parasito. Os exemplares adultos podem apresentar
conchas de 40mm de didametro e 11 mm de largura (BRASIL, 2008).

Biomphalaria straminea, figura 4B, é a espécie que apresenta a mais abrangente
distribuicdo entre as espécies hospedeiras. Possui baixa taxa de infec¢do natural a S. mansoni,
inferior a 1%, entretanto essa espécie é capaz de manter altas taxas de infeccdo humana no
Nordeste (PARAENSE & CORREA, 1963). Os adultos podem apresentar concha com até 16,5
mm de didmetro, mas geralmente ndo passam de 12 mm de diametro.

Biomphalaria tenagophila, figura 4C, apresenta importancia epidemiologica na
transmisséo do parasito nas regides Sul e Sudeste. A concha de um individuo adulto pode chegar
a 35 mm de diametro, porém o mais comum nas popula¢des sdo conchas de 25 mm de diametro.

A ampla distribuicéo, a capacidade de colonizar ambientes diversos, o hermafroditismo,
a rapida maturacdo sexual e a grande capacidade reprodutiva explicam o sucesso destes
moluscos. No entanto, na natureza, a sobrevivéncia dos biomfalarias n&o vai além de um ano
(Brasil, 2008).
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Figura 4 - Distribuicdo espacial das espécies (A) Biomphalaria glabrata, (B) Biomphalaria straminea e (C) Biomphalaria tenagophila, hospedeiros intermediarios de Schistosoma
mansoni no Brasil (CARVALHO & CALDEIRA, 2004; BRASIL, 2008 com modifica¢ao)
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1.2.2 Caracteristicas dos hospedeiros intermediarios e dos seus habitats

O sucesso desses moluscos de colonizar um maior numero de habitats diversificados,
esta relacionado também a sua morfologia (BRASIL, 2008). Como o sistema respiratorio que
apresenta grande valor adaptativo pelas estruturas denominadas pseudobrénquias que permitem
a imersdo desses moluscos por longos periodos, permitindo a obtencéo de oxigénio dissolvido
na agua e protecdo contra possiveis predadores. Outra estrutura encontrada nesses moluscos
pulmonados é o pneumdstomo, que permite as trocas gasosas na superficie da &gua, sendo uma
estratégia de sobrevivéncia em ambientes pobres em oxigénio ou poluidos por matéria organica
(TELES & CARVALHO. 2008).

As espécies de moluscos do género Biomphalaria habitam comumente pequenas
colec@es hidricas, tanto naturais (corregos, riachos, lagoas, pantanos) como artificiais (valas de
irrigacdo, pequenos agudes), ambientes I6ticos/Iénticos com velocidade inferior a 30 cm/s e
com vegetacdo necessaria a sua alimentacdo e indispensavel a protecdo dos ovos depositados
sob folhagens aquaticas (PARAENSE, 1972). Mesmo nas areas sujeitas a secas sazonais, esses
criadouros podem albergar populagdes permanentes, alimentados por esgoto (FERNANDEZ et
al., 2008).

A maioria dos habitats ja descritos apresentam também grande acimulo de matéria
organica, pouca turbidez, insolacdo, pH entre 6 a 8, teor de NaCl abaixo de 3 por 1000 e
temperatura média entre 20 e 25°C (BRASIL, 2008). Entretanto, sabe-se que podem tolerar
variacOes amplas nas caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas em seus ambientes e alguns
exemplares podem migrar através de aves, peixes ou plantas, ocupando lentamente outros
criadouros (PARAENSE, 1972; REY 2001). Na estagdo chuvosa, devido principalmente as
inundacdes, a densidade populacional desses caramujos pode reduzir como descrito por
Barbosa & Barbosa (1994).

1.3 Contaminacao fecal dos recursos hidricos e sua relacio com a esquistossomose

Dado a complexidade do ciclo de vida desse parasito e sua prevaléncia nas comunidades,
os indicadores bacterianos que rastreiam as fontes humanas de contaminacdo fecal na agua
podem contribuir para a compreensdo da dinamica de transmissdo da esquistossomose, assim

como a presenca de moluscos infectados (PONCE-TERASHIMA et al., 2014). Uma vez que a
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infeccdo dos caramujos por S. mansoni depende da contaminagao fecal humana nos criadouros
(BARBOSA et al., 2017). Entre as bacteérias utilizadas como bioindicadores de contaminacao,
a espécie Escherichia coli (T. Escherich, 1885) apresenta uma relacdo direta com o trato
gastrointestinal humano e pode ser detectavel em condi¢Bes especificas em ambientes
aquaticos, solos e nos vegetais. (DUARTE, 2011).

1.4 Suscetibilidade e compatibilidade dos moluscos do género Biomphalaria a

Schistosoma mansoni

Os moluscos do género Biomphalaria podem apresentar diferentes niveis de
suscetibilidade, isso devido a fatores intrinsecos, genéticos e epigenéticos dos hospedeiros e
dos parasitos (ROLLINSON, 2012; MITTA et al., 2017). Nos altimos 70 anos, estudos
laboratoriais elucidaram os possiveis fatores envolvidos na interacdo parasito-hospedeiro e suas
variacdes entre populacgdes e individuos.

Files e Cram (1949), observaram diferencas fisioldgicas, intra e interespecificas, entre
os vermes de diferentes areas endémicas, a partir de testes de suscetibilidade, realizados com
diversas linhagens de S. mansoni, com caramujos provenientes da Libéria, Egito, Porto Rico,
Venezuela e Brasil.

Newton (1953) e Richards (1973) demostraram a partir de experimentos laboratoriais
que moluscos B. glabrata jovens sdo mais suscetiveis do que exemplares adultos.
Posteriormente, Niemann & Lewis (1990), descreveram que o tamanho também poderia
influenciar na suscetibilidade dos hospedeiros. De acordo com Abath et al. (2006) fatores como
a frequéncia de exposicdo, infecgbes concomitantes e estado nutricional dos individuos
infectados devem ser considerados na suscetibilidade do individuo.

Nessas interacOes parasito-hospedeiro, foram observados processos de eliminacdo
rapida das larvas apds a penetracdo nos moluscos, morte dos esporocistos em desenvolvimento,
assim como o desenvolvimento de esporocistos viaveis e liberagdo de cercarias. 1sso se justifica
devido aos diferentes padrdes genéticos de suscetibilidade e compatibilidade entre as linhagens
fenotipicas de moluscos e trematodeos (GUARALDO et al., 1981; THERON e COUSTAU,
2005; COELHO et al., 2008; NACIF-PIMENTA et al., 2012).

A suscetibilidade dos moluscos apresenta diferentes fatores genéticos (NEWTON,
1953; RICHARDS, 1970; 1977; ZANOTTI-MAGALHAES, MAGALHAES, CARVALHO,
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1971; BASCH, 1976; CARTON, NAPPI, POIRIE, 2005). Entre eles a presenca de genes de
resisténcia observados em populagdes de B. tenagophila Taim, testados em diferentes fases de
desenvolvimento do molusco (SANTOS et al., 1979; MARTINS-SOUZA et al., 2003;
COELHO et al., 2004).

Outros recursos que podem interferir na relacdo hospedeiro-parasito s&o 0s mecanismos
de defesa interna desses invertebrados a partir dos hemdcitos que combatem a infecgéo,
eliminando o parasito (NEGRAO-CORREA et al., 2007) da mesma, pode ocorrer a resposta do
tipo humoral, quando reconhecida as infeccbes prévias pelo caramujo (PINAUD et al., 2016).
As condicdes fisiologicas relacionadas a condi¢gdes ambientais podem influenciar a reducdo do
metabolismo dos caramujos e nas infeccdes parasitarias, como no processo de estivacdo que
pode favorecer a eliminacdo dos esporocistos secundario, gerando a cura dos moluscos
(BARBOSA, 1965).

Nas estratégias infecciosas de S. mansoni a quantidade de miracidios penetrantes € um
fator determinante para infeccdes efetivas (LIMA et al., 2019). Assim como sua capacidade de
infectar naturalmente diferentes hospedeiros invertebrados e de controlar os niveis de
infectividade com a presenca de determinados genes (THERON & COUSTAU 2005).

Frandsen (1979) propds uma definicdo para a taxa de eliminacdo de cercérias de
S. mansoni, emitidas num intervalo de tempo para indicar o grau de compatibilidade
molusco-parasito. Foram definidas sete classes de compatibilidade segundo o nimero de
cercarias emitidas (indice TCP/100). Entre os trabalhos realizados no Brasil que abordam esta
suscetibilidade e a compatibilidade, Souza et al. (1995) em condicGes laboratoriais submeteu
as trés espécies hospedeiras Biomphalaria, ao desafio com trés linhagens de S. mansoni (LE,
SJ e AL). Os resultados apontaram que B. glabrata foi altamente compativel com as trés
linhagens estudadas, B. tenagophila teve resultado compativel com SJ e AL e foi pouco
compativel com LE. J& Biomphalaria straminea foi pouco compativel com SJ e fracamente
compativel com LE e AL. A suscetibilidade observada apresentou diferenca estatistica entre as
trés especies e também na mesma espécie, quando comparadas as infec¢fes de linhagens

distintas dos parasitos.
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Lima et al. (2019) no estudo sobre combinacdes simpatricas® e alopatricas® de
miracidios e B. glabrata demonstraram haver baixa compatibilidade entre as combinacfes
simpatricas e alta compatibilidade nas combinac6es alopatricas. Os autores especulam que,
apos 2 anos de interagdo entre combinacOes alopatricas, possa ter ocorrido uma modulagéo por
mecanismos epigenéticos da linhagem de S. mansoni, para combater fatores imunolégicos dos
moluscos alopatricos e isso poderia justificar o alto grau de infectividade da cepa, quando
observado em diferentes linhagens de B. glabrata.

Dando continuidade a tais estudos o nosso grupo de pesquisa propds analisar a
suscetibilidade e a compatibilidade das populages de Biomphalaria, visando avaliar os

possiveis riscos de transmissao da esquistossomose.

1.5 Epidemiologia ambiental da esquistossomose

Estudos visando o conhecimento sobre a composicao da malacofauna limnica tem sido
realizada no Brasil (LUTZ, 1918; SIMONE et al., 2006). Entretanto algumas regifes estao
sendo mais estudadas, com levantamento de moluscos de importancia médica, geralmente com
énfase na esquistossomose, como nos estados de Minas Gerais (SOUZA, PEREIRA &
RODRIGUES, 1981; SILVA et al., 1994; SOUZA et al., 1998, 2006; VIDIGAL et al., 2005;
LIMAS et al., 2009; SOUZA & MELO, 2012), Rio de Janeiro (THIENGO et al., 2001, 2002a,
2002b, 20044, 2004b; MENDEIROS, CRUZ & FERNANDEZ et al, 2003; MIYAHIRA, 2009
e 2010) e na regido sul do pais (SIMOES, 2002; PFFEITER & PITONI, 2003; MARTELLO et
al., 2008; AGUDO-PADRON, 2008, 2009; AGUDO-PADRON & LENHAR, 2011).

A distribuicdo dos moluscos do género Biomphalaria sdo dados importantes para o
planejamento de programas de controle da doenga (TELES, PEREIRA & RICHINITTI, 1991).
A distribuicdo das trés espécies hospedeiras intermediarias de S. mansoni no Brasil tem sido
objeto de inimeras publicac¢des. O primeiro mapa de distribuicdo dos hospedeiros de S. mansoni
no Brasil foi publicado por PARAENSE (1970), seguindo-se sucessivas atualizagdes
(PARAENSE, 1972, 1975, 1986, 2001; MALONE et al., 2005; GUIMARAES et al., 2009;
SCHOLTE et al., 2012; SCHOLTE et al., 2014; BRASIL, 2019).

! Simpatrica - Duas espécies ou populacdes que ocorrem na mesma area geografica.
2 Alopatrica - Duas espécies ou populagdes que ocorrem em diferentes areas geograficas.
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O uso de andlises espaciais estd cada vez mais recorrente nos trabalhos cientificos na
area de saude humana, pois permitem reducdo de custo de implantacdo e manutencdo dos
programas de vigilancia e controle (OTRANTO; DANTAS-TORRES, 2013). Estudos da
esquistossomose no Brasil por essas geotecnologias foram feitos nos estados da Bahia (BAVIA
et al., 1996, 1999, 2001); Minas Gerais (MOURA et al., 2005; BROOKER et al., 2006;
FONSECA et al., 2007, 2014; FONSECA, 2009; FREITAS et al., 2006; GAZZINELLI et al.,
2006; GUIMARAES et al., 2006, 2008, 2009, 2010a-b, 2012; MARTINS, 2008; MARTINS-
BEDE et al., 2009, 2010; CARVALHO et al., 2008b, 2010, 2018; TIBIRICA et al., 2011);
Pernambuco (BARBOSA et al., 2004; ARAUJO et al., 2007; GALVAO et al., 2010; PAREDES
et al, 2010) e Para (MORAIS et al., 2014).

Guimardes et al. (2012) realizaram um estudo da distribuicdo dos moluscos do género
Biomphalaria em Minas Gerais, a partir de dados depositados na Colecdo de Malacologia
Médica - Fiocruz-CMM (Figura 5A). No mesmo artigo, os autores elaboraram um mapa de
Krigagem, que permitiu a predicdo da distribuicdo dos hospedeiros intermediarios de
S. mansoni (Figura 5B). Vale ressaltar que no Brasil, o estado de Minas Gerais apresentou o
segundo maior nimero de pacientes positivos, para 0s municipios com até 500 mil habitantes,
no ultimo inquérito por KATZ, 2018.

2| ® %
2 >
°
5
&L
4 =)
2 s
S
(a\]
50°00W 45°00W 000w 50°0"0""W 45°0'0"W 40°0"0"W
No Biomphalaria B B. glabrata + B. straminea
W B. glabrata B. tenagophila + B. straminea
mu B. tenagophila Bl Three species
B B. straminea 3 No data

B. glabrata + B. tenagophila

Figura 5 - Distribuicdo das espécies de Biomphalaria no Estado de Minas Gerais (A) Mapa de distribuicdo feito
pelos registros da colecdo de Malacologia Médica da Fiocruz-CMM. (B) Mapa de distribuicdo estimada das
espécies de Biomphalaria em Minas Gerais (GUIMARAES et al., 2012).



Introducgao |31

Estes dados podem contribuir significativamente para a escolha das estratégias de
controle pelos gestores de saude publica, permitindo-lhes, priorizar 0s municipios que
necessitam de mais atencdo de saneamento, e, por outro lado, concentrar-se nas medidas
preventivas dos municipios, onde pode ocorrer a transmiss&o da doenca (GUIMARAES, 2010).
No entanto, ainda sdo necessarias pesquisas mais pontuais para a confirmacao da malacofauna
“in situ” e a identificagdo das possiveis areas de risco nos municipios (CANTANHEDE, 2014).

Em Minas Gerais (MG), Souza et al. (2001) compilaram observacgdes publicadas e ndo
publicadas sobre a distribuicdo geogréfica das bionfalarias em 283 municipios e esses dados
contribuiram para a elaboragdo do mapa planorbidico do estado. Carvalho et al. (2018)
realizaram um estudo transversal em 120 municipios onde ndo haviam registros da malacofauna
entre 0s anos de 2012 e 2014. Destes, 79 municipios apresentaram espéecimes suscetiveis a
infeccdo natural. Diante destes estudos podemos constatar a caréncia de dados e a necessidade
do levantamento malacolégico, para melhor compreensao da distribuicao real dos moluscos nos
853 municipios do estado.

Conhecer a distribuicdo das espécies pertencentes ao género Biomphalaria, além das
trés espécies hospedeiras de S. mansoni é também necessario, pois elas atuam como hospedeiras
intermediéarias de outros trematddeos que causam impactos a satide humana através de infecgdes
acidentais, na satde animal e na economia. Pouco se sabe ainda sobre a distribuicdo desses
trematodeos no Brasil, além de sua presenca detectada em estudos pontuais, como o estudo de
Pinto & Melo (2013) na regido da Lagoa da Pampulha em Belo Horizonte/MG.

A experiéncia de outros paises que obtiveram bons resultados com intervengdes
malacologicas, talvez possam nos auxiliar no desenvolvimento de intervengGes mais efetivas,
como no trabalho de Jian et al. (2016) que observaram na China pelo monitoramento da
distribuicdo espacial-temporal da Oncomelania hupensis (Gredler, 1881), uma reducdo da area
total de habitats de caramujos ao longo do rio Yangtze que foi de 57,7 km2 em 2001 para 25,4
km2 em 2013, e nas areas que abrigavam caramujos infectados em 16,3 km2 em 2001,
posteriormente, a partir de 2010 ndo houve outros registros de caramujos infectados.

Os trabalhos atuais refletem a busca por novas intervengdes e tais resultados encorajam
medidas integradas condizentes a realidade de cada regido. A partir disso, é evidente a

necessidade de conhecer a distribui¢do dos caramujos para o controle efetivo da doenca.
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2. JUSTIFICATIVA

A compreensdo dos riscos das doencas negligenciadas por determinados agravos na
salde publica vem se difundindo no Brasil, com uma base conceitual mais abrangente,
integradora de aspectos sociais e ecoldgicos, que podem contribuir na reducdo da
vulnerabilidade social a partir de politicas publicas (Porto, 2012). A esquistossomose mansoni,
uma doenca que esta associada ao modo de vida das populagdes, é ainda considerada um grave
problema de salde publica, isso devido aos expressivos indices de transmissdo (MARTINS-
MELO et al., 2016). O estado de Minas Gerais apresentou 0 segundo maior nimero de casos
de esquistossomose no Brasil no periodo de 2007 a 2017 (DATASUS), provavelmente pela
limitacdo do sistema de esgoto e pela expansdo da distribuicdo dos moluscos hospedeiros,
fazendo-se necessarios estudos que possam desenvolver modelos capazes de estimar ou detectar
as areas de risco.

Dando continuidade aos trabalhos de controle e monitoramento da esquistossomose do
Laboratorio de Helmintoses Intestinais (LHI) da UFMG, desenvolvidos na regido metropolitana
de Belo Horizonte, e somados aos interesses da gestdo atual da Secretaria Municipal de Saude
do municipio de Alvorada de Minas (Anexo 11.1), este projeto se justifica devido a escassez de
dados epidemioldgicos sobre a malacofauna e sua helmintofauna associada.

O presente estudo propde o uso de abordagens para estimar as areas de risco para a
esquistossomose em ambientes de areas endémicas, como é o caso de Alvorada de Minas.
Embora haja o registro de B. glabrata e B. straminea, ainda se faz necesséria a compreensdo da
sua distribuicéo e localizacdo dos possiveis focos de transmisséo.

Assim, essa dissertacédo apresenta resultados que podem auxiliar na elaboragao de plano
de acéo por parte da secretaria Municipal de Salde no controle e prevencao desta e de outras
doencas de veiculacdo hidrica. Esses dados serdo utilizados para o direcionamento da
construcdo de 86 fossas sépticas nas areas com maior risco de transmissao de S. mansoni,

devido ao convénio firmado entre prefeitura e uma empresa privada (Anexo 11.2).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral:

Conhecer a distribuicdo dos moluscos limnicos e seus helmintos associados e mapear as
areas de risco de transmissao da esquistossomose no municipio de Alvorada de Minas, Minas

Gerais.

3.2 Especificos:

3.2.1 Identificar taxonomicamente 0s moluscos e seus helmintos associados;

3.2.2 Caracterizar a diversidade de habitats aquaticos e analisar a presenca de coliformes
totais e Escherichia coli;

3.2.3 Avaliar a suscetibilidade e compatibilidade da geracdo F1 dos espécimes do
género Biomphalaria coletados no municipio frente a cepa LE de S. mansoni;

3.2.4 Mapear a distribuicdo dos dados malacol6gicos, microbioldgicos e caracterizagdo
ambiental das colec¢Bes hidricas e dos pacientes tratados com praziquantel;

3.2.5 Confeccionar mapas de risco para identificar os focos de transmissdo da

eSQUiStOSSOH’]OSG.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Area de estudo

O estudo foi realizado no municipio de Alvorada de Minas, Minas Gerais, Brasil
(18° 43" 7" S 43° 22' 5" W) localizado na mesorregido Metropolitana de Belo Horizonte e na
Microrregido de Concei¢cdo do Mato Dentro, a 210 km ao norte da capital mineira, no caminho
da antiga Estrada Real. O municipio, atualmente é constituido pela sede urbana, pelo distrito de
Itapanhoacanga e por dez comunidades: Ribeirdo de Trés, Fazenda da Ponte, Lapinha, Dom
Paulo, Rio das Pedras, Alto do Paulo, Serra dos Monteiros, Arrudas, Barbeiro, Jassém e
Rocinha/Passa Mal. Limita-se com os municipios de Serro, Concei¢do do Mato Dentro, Dom
Joaquim e Sabindpolis.

Sua populagdo, conforme estimativas do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2018) ¢ de 3.606 habitantes em uma area correspondente a 374.910 km? (Figura 6).
Atualmente a principal atividade econdmica é a mineracdo e a pecuaria (Apéndice 10.3A). O
municipio apresenta vegetacdo de Mata Atlantica e clima tropical de altitude, com chuvas bem
distribuidas entre setembro a mar¢o, onde os maiores indices pluviométricos sdo registrados,
predominantemente, no verdo. O principal curso d’agua do municipio ¢ o Rio do Peixe que
possui uma extensdo de 164,469 km e banha também os municipios de Serro, Dom Joaquim,
Carmeésia, Conceicdo do Mato Dentro, e uma pequena porc¢do de Ferros. A bacia tem uma area
de 1.145 km? que pertence a bacia do Rio Doce.

Dados do IBGE 2017 demonstram que apenas 33,8% dos domicilios apresentam
esgotamento sanitario adequado, o que gera uma situacao de risco para doencas de veiculacdo
hidrica. Nos ultimos levantamentos da esquistossomose registrados pelo Sistema de Informacéo

de Agravos de Notificacdo (SINAN), nos anos de 2010 a 2015, foram notificados 101 casos.
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Figura 6 — Mapa do municipio de Alvorada de Minas
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4.2 Levantamento malacoldgico

As coletas malacoldgicas foram realizadas entre 0os meses de Outubro de 2018 a
Setembro de 2019 com amostragem qualitativa, em cinco campanhas com duracdo média de
quatro dias cada uma, variando o nimero de pontos visitados por campanha (tabela 1). Os
moluscos foram coletados as margens de potenciais criadouros, selecionados a partir de
critérios como: indicacdo pelos agentes de salde, utilizacdo pela populacdo em atividades
basicas (domésticas e higiene) ou recreativas, proximidade das moradias (urbanas e rurais)
principalmente a dos moradores diagnosticados com esquistossomose, e vias de acesso
(estradas e rodovias). Durante as coletas todos os pontos foram georreferenciados usando GPS
(GPSMAP 62S, GARMIN INTERNATIONAL INC, Olathe, Kansas, EUA).

Tabela 1 - Planejamento das coletas realizadas em Alvorada de Minas, Minas Gerais, Brasil.

Campanhas Datas das coletas Numero de pontos investigados
1 3 a5 de outubro de 2018 21
2 4 a7 de fevereiro de 2019 31
3 19 a 21 de marco de 2019 41
4 22 a 24 de maio de 2019 41
5 16 a 20 de setembro de 2019 46

As atividades de campo contaram com uma equipe composta pelo Laboratério de
Helmintoses Intestinais do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (LHI/ICB/UFMG) e também pelos técnicos da Secretaria Municipal de Saude de
Alvorada de Minas, que disponibilizaram recursos humanos e apoio logistico durante a
execucéo dos trabalhos.

Para as coletas, foram utilizadas conchas de captura perfuradas, produzidas pelo LHI.
A captura dos moluscos consistiu no arraste aleatorio da concha perfurada no curso d’agua
proximo as margens, na vegetacdo submersa e no fundo dos criadouros.

Na captura dos diferentes moluscos limnicos, foi utilizada a metodologia adaptada de
Olivier e Schneiderman (1956), as campanhas foram realizadas por uma equipe fixa de trés
pessoas munidas com concha de captura e pingas, em esfor¢co amostral de 20 minutos em cada
ponto, totalizando um esforco de 1 hora por ponto de coleta. O material coletado foi

devidamente acondicionado em sacos plasticos, etiquetados e transportados para o laboratério
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de apoio localizado no centro de Alvorada de Minas, onde foram realizados os processos de
triagem e embalagem dos moluscos.

Nas coletas, foram também recolhidos os moluscos mortos e as conchas vazias, apenas
para o registro. Embora este trabalho tenha utilizado as conchas vazias em algumas anélises
espaciais, a malacofauna “in situ” teve como critério principal a presenca dos moluscos vivos.

A metodologia recomendada para o transporte de gastropodes limnicos foi a mesma
descrita por Fernandez et al. (2008) a partir do acondicionamento dos exemplares em gaze
umedecida (Figura 8). O acondicionamento e transporte dos espécimes de Omalonyx sp. foi
feito em garrafas plasticas contendo uma lamina d’agua e vegetacdo aquatica, conforme
Cantanhede (2015).

A pesquisa foi submetida ao Sistema de Autorizagdo e Informagdo em Biodiversidade
(Sisbio), sob 0 nimero 68627-1 e codigo de autenticacdo 068627012019029.

Figura 8 - Procedimento de embalagem para o transporte de gastropodes. Fonte: préprio autor

4.3 Dados meteorologicos

Os dados sobre temperatura e precipitagdo sdo correspondentes a média mensal do
periodo de dezembro de 2018 a dezembro de 2019, obtidos no Banco de Dados Meteoroldgicos
para Ensino e Pesquisa (BDMEP) na estacdo localizada no municipio de Conceicdo do Mato

Dentro, Minas Gerais, situado aproximadamente a 47km ao sudoeste de Alvorada de Minas.
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4.4 Caracterizacao da diversidade de habitats aquaticos

A caracterizacdo dos locais de coletas seguiu o protocolo de avaliacdo da diversidade
de habitats, de acordo com Environmental Protection Agency EPA (1987) e adaptado de
Callisto et al. (2002) e Brito et al. (2011). O protocolo avalia caracteristicas dos trechos e 0s
impactos ambientais decorrentes de atividades antropicas. Foram modificados os parametros 8
e 10 para melhor descricdo dos ambientes da malacofauna, conforme Paraense, 1972 (tabela 2).

A partir de uma adaptacdo de Callisto et al. (2002), foram definidos trés niveis de
preservacdo: 0 a 15 pontos indicam trechos impactados, 16 a 25 pontos trechos alterados e
superior a 26 pontos trechos naturais.

Tabela 2 — Protocolo de avaliac8o répida da diversidade de hébitats em trechos de bacias hidrogréaficas

Cidade/Localizacao:
Ponto: Data da coleta: Tempo (situacdo do dia):
Responsavel:
Tipo de Ambiente: Cérrego( ) Rio( ) Lago( ) Lagoa( ) Cachoeira( ) Outros( )
Parametro Pontuacdo
4 Pontos 2 Pontos 0 ponto
. x Campo de pastagem, Residencial,
1. Tipo de ocupagdo das x | cul | a1 e/
margens do corpo d’dgua Vegetacdo natural | agricultura, monocultura, comercial e/ou
LS~ L () reflorestamento industrial
(principal atividade) () ()
2. Erosdo proxima E?/ ou Ausente Moderada Acentuada
nas margens do rio e () () ()
assoreamento em seu leito
Ausentes Alteracdes de origem Alteragdes de origem
3. AlteragBes antropicas () doméstica (esgoto, lixo) industrial urbana
() ()
4. Cobertura vegetal no Parcial Total Ausente
leito () () ()
5. Odor da 4gua Ne(nhL)Jm Algas e(/ou) esgoto Oleo/(lnd)ustrlal
6. Oleosidade da agua AL(Jser)1te Mo(der)ada Abténd;inte
. Transparente Turva/ cor de cha forte Opaca ou colorida
7. Cor da agua () () ()
8. Presenca de plantas Abundante Moderada Ausente
aquaticas () () ()
. Pedras/ cascalho Lama/ areia Cimento/ canalizado
9. Tipo de fundo
() () ()
Estavel para
manutencao de Disponibilidade A -~
10. Diversidade de habitat comunidades insuficiente Ausencrzl d(; habitats
aquaticas ()
()

Fonte: modificado do protocolo da Agéncia de Protegdo Ambiental de Ohio, EUA (EPA, 1987; Callisto et al, 2002
e Brito et al, 2011).
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4.5 Analise da agua
4.5.1 Dados de pH e temperatura

A anélise do pH e da temperatura foram realizados em ambientes com presenca de
moluscos com o equipamento portatil (Kasvi - K39-0014PA, Kasvi Importacdo e Distribuicdo

de Produtos Para Laboratérios Ltda, Sdo Jose Dos Pinhais, PR, Brasil).

4.5.2 Coleta de agua para analise microbiologica

A selecdo dos pontos das coletas de agua teve como critério a presenca dos moluscos.
Foram utilizados sacos estéreis, dos Kits do Colilert®, com capacidade de 100ml de agua para
cada ponto de coleta, o material foi coletado antes das coletas malacoldgicas, na porgéo
superficial da coluna d’agua com a menor quantidade de sedimento possivel, os sacos de coletas
foram devidamente identificados com a numeracdo dos pontos e refrigerados com gelo em caixa
de isopor para evitar variacdes bruscas de temperatura. As coletas de dgua contaram com a
participacdo dos técnicos do setor de endemias que realizam o mesmo procedimento no

municipio, em outras localidades.

4.5.3 Analise dos coliformes

Foram realizadas 17 andlises de agua, sendo 15, referente as amostras do campo em
locais com presenca de caramujos, uma amostra do campo de ambiente recreativo pablico, sem
presenca de caramujo e outra amostra para o controle do experimento, com agua proveniente
da torneira do posto de saude.

Apos a realizacdo das coletas, os materiais foram encaminhados para o posto de saude
do centro de Alvorada, onde foram realizados os procedimentos para o preparo do meio de
cultura. Os coletores foram abertos para a adicdo do meio nutricional do kit Colilert®
(IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, Maine, USA), gentilmente cedidos pela FUNED e em
seguida lacrados e acondicionados em estufa por 24 horas a 36°C £ 0,5°C, conforme a
recomendacéo do fabricante.

O kit € usado para a deteccdo simultanea de coliformes totais e E. coli em &gua para

consumo e esgoto. A tecnologia patenteada apresenta dois indicadores nutricionais
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cromogénicos, orto-nitrofenil-p-d-galactopiranésido (ONPG) e 4-metilumbeliferil-p-d-
glucuronideo (MUG). A leitura do teste ocorre pela metabolizacdo desses carboidratos a medida
que os coliformes totais e E.coli crescem no meio de cultura do Colilert®. O coliforme usa a
enzima B-galactosidase para metabolizar o ONPG e modifica o meio de cultura de incolor para
amarelo. E. coli usa a enzima B-glucuronidase para metabolizar MUG e criar fluorescéncia.
Como a maioria dos nao coliformes ndo possui essas enzimas, eles sdo incapazes de crescer.
Os poucos ndo coliformes que possuem essas enzimas sao seletivamente suprimidos pela matriz
especificamente formulada no Colilert® (KAMPFER et al., 2008, FRICKER et al., 1997).
Para a identificacdo de E. coli foi necessario a utilizacdo de uma lampada de luz

ultravioleta de 365 nm conforme Feng et al. (2002).

4.6 Identificacao taxonémica dos moluscos

Para a identificacdo dos moluscos, foram utilizados os dados morfoldgicos que seguiram
os critérios conquilioldgicos a partir de identificacdo especifica para cada espécie utilizando as
referéncias: Pseudosuccinea columela (PARAENSE, 1976; UETA, 1976); Pomacea sp.; Physa
sp.; Drepanotrema sp. e Omalonyx sp. (SIMONE, 2006; PARAENSE, 1986) e para o0 género
Biomphalaria foi realizado a analise morfoldgica e 0 método de biologia molecular. Os
moluscos obtidos foram fotografados (LEICA DFC450) no Laboratério de Herpetologia do
ICB/UFMG.

A identificacdo especifica do género Biomphalaria foi conduzida pelo Grupo de
Pesquisa em Helmintologia e Malacologia Médica do IRR/FIOCRUZ. O procedimento teve
inicio com a identificacdo da morfologia das conchas, sistema reprodutivo e crista renal dos
moluscos (DESLANDES, 1951; PARAENSE, 1975) e para biologia molecular foi utilizado o
método PCR-RFLP (Reag&o em Cadeia da Polimerase e analise do polimorfismo de fragmentos
de restricdo) com a enzima Ddel. Os protocolos e os perfis obtidos foram comparados aos
estabelecidos por Vidigal et al. (2000) e Caldeira et al. (2016).

Apos a identificagcdo taxondmica os moluscos foram armazenados na Colecdo de
Malacologia Médica do Instituto René Rachou (IRR) da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz)
(CMM Fiocruz) e na colecdo do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG).
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4.7 Manutenc¢ao de moluscos no laboratorio e pesquisa da helmintofauna associada

Na avaliagdo da infecgdo por larvas de helmintos de todos os moluscos capturados no
levantamento, o método utilizado foi de Kuntz (1946) adaptado por Jannotti-Passos et al.
(2008), que consiste em colocar individualmente os moluscos em recipientes com agua
desclorada expostos a fotoestimulacdo artificial e a temperatura entre 28 e 30 °C, com a
utilizacéo de ldampadas de 60W incandescentes por um periodo de 2 horas. Em seguida a agua
foi examinada com auxilio de microscépio estereoscépico para a verificagdo de larvas de
trematodeos, conforme a Figura 9. Posteriormente, os moluscos foram expostos ao escuro
durante a noite, para a identificacdo de possivel emergéncia de formas larvais, que apresentam
habitos noturnos. As cercarias emergidas dos moluscos naturalmente infectados foram
coletadas com auxilio de micropipeta para a montagem de preparacdes ndo permanentes, com
corantes vitais (solucdo aquosa de vermelho neutro e sulfato azul do Nilo a 0,05%) entre lamina
e laminula.

As larvas obtidas foram fotografadas (LEICA ICC50 HD, Leica do Brasil Importacao e
Comércio Ltda., Sdo Paulo, Brasil) no Laboratério de Biologia de Trematddeos do ICB/UFMG
e a identificacdo das cercarias foi baseada em critérios morfologicos de acordo com Pinto &
Melo (2013).

Apos analise inicial, os moluscos negativos foram mantidos em aquarios devidamente
rotulados pelo ponto de coleta, no Laboratério de Esquistossomose e Imunohelmintologia da
UFMG, e uma vez a cada sete dias durante 30 dias, foram reavaliados quanto a infeccdo. Nesse
periodo, as desovas dos moluscos do género Biomphalaria foram isoladas para a obtencdo da
F1 e posteriormente utilizadas nos testes de suscetibilidade a S. mansoni. Apds a tltima anélise
e a negativacéo da infecgédo de todos os moluscos, uma parte foi esmagada entre placas de vidro
para busca de possiveis esporocistos e/ou metacercarias (FERNANDEZ et al., 2008) e outra

parte, foi encaminhada para a identificagdo conforme item 4.6.
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Figura 9 — Fotoestimulagdo dos moluscos para a eliminag&o de cercérias Fonte: préprio autor

4.8 Infeccao Experimental

Para avaliar a suscetibilidade dos exemplares do género Biomphalaria a S. mansoni,
utilizou-se 0 método de Pellegrino E Katz (1968) modificados por Souza et al. (1995).

Foram utilizados parasitos da cepa LE, isolado de paciente residente em Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brasil e mantida em laboratério desde 1959 de um paciente com infeccao cronica
(VALADARES et al., 1981), em passagens sucessivas entre hamsters (Mesocricetus auratus)
e B. glabrata, de acordo com a técnica descrita por Pellegrino & Katz (1968). O procedimento
para a obtencao dos miracidios faz parte da manutencéo do ciclo do parasito no Laboratério de
Esquistossomose e Imunohelmintologia do ICB/UFMG.

Na infeccdo experimental, foram utilizados 20 exemplares de moluscos da geracdo F1
do género Biomphalaria, provenientes de diferentes pontos do municipio de Alvorada de
Minas. Foram desafiados, individualmente, com dez e vinte miracidios de S. mansoni ap6s
atingirem a maturidade sexual com aproximadamente 72 dias, em placas de cultura de celulas
de 24 pogos. O diametro dos moluscos e o numero de miracidios/molusco seguiram as
metodologias descritas por Fernandez & Thiengo (2002) conforme a tabela 3.

Os moluscos foram expostos aos miracidios por 4 horas sob luz artificial (lampada de
60 W) com 2ml de agua/pogo. Apos 15 horas, os moluscos foram transferidos para aquarios
contendo 2.000 ml de agua desclorada, trocada semanalmente, com alimentacéo a base de alface

e sem condicdes controladas de temperatura.
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Tabela 3 — Exposicdo dos moluscos da geracdo F1 a Schistosoma mansoni — Cepa LE

Origem Ponto Ndmero de Diametro Ndmero de
Moluscos €0 Eéfica de moluscos (mm) miracidios/
geog coleta desafiados molusco
B. glabrata Qe!vh(;lri?wiz 6 20 7-8mm 10 miracidios
Alvorada L

B. glabrata ] 9 20 7-8mm 10 miracidios

% g de Minas

=

= B.glabrata oy, - 20 7-8mm 10 miracidios

<] (Controle)

()

= B. kuhniana ?elvl\(jlri?gz 2 20 4-5mm 20 miracidios
B.glabrata ;5 - 20 7-8mm 20 miracidios
(Controle)

g B. glabrata Alvor_ada 15 20 7-8mm 10 miracidios

= de Minas

£ B. gl

= glabrata oy, - 20 7-8mm 10 miracidios

S (Controle)

& B. glabrata IRR - 20 7-8mm 10 miracidios
(Controle)

Decorridos trinta dias da exposicao, os moluscos foram examinados quanto a eliminagéo
de cercérias, no periodo de sete semanas ou até a morte. O método realizado para a avaliacao
de eliminacdo de cercarias esta descrito no item 4.7. Em seguida a taxa de infeccéo foi calculada

utilizando a seguinte formula:

Taxa de infec¢do = 100 x nimero de moluscos positivos
Total de moluscos expostos

Durante a avaliacdo da taxa de infeccdo dos caramujos, foi identificado também o grau
de compatibilidade, conforme a tabela 4, para isso, os moluscos foram acompanhados por um
periodo de sete semanas ou até a morte para a quantificacdo de cercérias de S. mansoni
eliminadas por caramujo.

Para a contagem das cercarias, apos a fotoestimulacdo artificial, os moluscos presentes
nas placas de 24 pocos, foram transferidos para 0s aquarios, com a separacdo dos positivos e
dos negativos. Com auxilio de uma pipeta automética para a homogeneizagao dos pocos, foram
pipetados 20ul de cada pogo para obtengdo do nimero de cercarias eliminadas por caramujo.
Todos os valores foram multiplicados por 100 para chegar ao valor total de larvas eliminadas
por poco com 2 ml de &gua. A mortalidade também foi contabilizada durante as analises do

experimento.
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Para definir o grau de compatibilidade dos moluscos, foi necessario estimar o total de
cercarias liberadas por cada molusco. O calculo contou com soma total de cercarias
encontradas, e esse valor foi dividido pelo nimero de dias em que 0s moluscos foram expostos
a luz para obter uma média diéria de cercérias por molusco. A média diéria foi multiplicada
pelo numero de dias do periodo cercariano, para obtencdo do valor total estimado por molusco.
Esse valor foi utilizado no célculo do indice TCP/100, conforme a metodologia utilizada por
Frandsen (1979), Souza et al. (1995) e Guimarées et al. (1997) com adaptagdo na contagem das
cercérias.

Taxa de mortalidade = 100 X Numero de moluscos mortos ao final do experimento
Numero de moluscos no inicio dos experimentos

Tabela 4 - Grau de compatibilidade por cercérias eliminadas

Classe Caramujo exposto - TCP/100 Descrigdo verbal

0 0 Resistente, incompativel

| 1-10.000 Né&o é muito compativel
1 10.001 - 50.000 Baixa compatibilidade

i 50.001 - 150.000 Compativel

v 1500.001 — 250.000 Bem compativel

\ 250.001 — 500.000 Muito compativel

VI 500.001 - Extremamente compativel

Fonte: Dados da descri¢do verbal modificados de Frandsen (1979). (TCP/100 = namero total de cercérias
produzidas, multiplicado por cem e dividido pelo nimero de moluscos expostos)

4.9 Estudo observacional da populagio tratada com praziquantel

O estudo realizado trata-se de uma analise observacional e retrospectiva dos dados
coletados de fichas de casos detectados na rede basica em area endémica do Programa de
controle da esquistossomose de pacientes tratados para esquistossomose entre o periodo de
2017 a 2019. Os prontuarios permanecem arquivados na Farmécia Popular da Secretaria
Municipal de Satde de Alvorada de Minas. As informagGes extraidas das fichas dos pacientes

foram utilizadas para analise epidemioldgica e espacial.
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4.10 Analise espacial

Este estudo ecoldgico analisou os padrbes espaciais de moluscos com énfase em
Biomphalaria spp. no municipio de Alvorada Minas. A cartografia base geocodificada,
projecao/datum utilizados foi WGS 1984 UTM Zone 23S.

Foi criado um banco de dados contendo as coordenadas de cada ponto amostral e seus
valores correspondentes de presenca e auséncia de cada espécie de molusco, presenca de
contaminacéo fecal, qualidade do habitat e peso.

Para relacionar a presenca dos hospedeiros intermediarios com os ambientes degradados
e a falta de saneamento basico. Os critérios adotados foram: subtracdo dos valores nos casos de
auséncia de E. coli e nos casos de ambiente levemente impactados pelo protocolo de avaliagéo.
Este critério foi adotado para evitar o viés da presenca de E. coli e dos ambientes altamente
impactados, na analise espacial em areas e bacias hidrograficas que ndo foram amostradas.

O peso foi definido como o resultado da multiplicacao da presenca (1) ou auséncia (0),

entre valores atribuidos a cada variavel especifica conforme a tabela 5.

Tabela 5 — Planilha de pontuacdo arbitraria das varidveis obtidas em campo.

Variaveis Pontuagéo Critério da pontuacao
B. glabrata 10 Maior suscetibilidade
B. tenagophila 5 Suscetivel
B. straminea 4 Menor suscetibilidade
B. cousini 3 Suscetivel em condicGes laboratoriais
B. kuhniana 2 N4o suscetivel
Biomphalaria sp. 2 Suscetibilidade indefinida
Pomacea 1 Compartilha ambiente com B. glabrata
Drepanotrema 1 Compartilha ambiente com B. glabrata
Omalonyx 1 Compartilha ambiente com B. glabrata
Pseudosuccinea 1 Compartilha ambiente com B. glabrata
Physa 2 Compartilha ambiente com B. glabrata com maior frequéncia.
E. coli -5 Auséncia de E. coli
Habitat -5 Atribuido aos ambientes levemente impactados

Apos a avaliagdo e soma das variaveis, o total foi convertido em valores nominais que
definem a variavel “Peso” para a identificacdo das areas de risco da presenga de foco de

equistossomose (tabela 6).
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Tabela 6 — Classificagéo arbitraria das areas estudadas em relagdo as variaveis

obtidas em campo

Valores dos pesos Definicdo
-5.0 Zona ndo urgente
-4.9até-05 Zona pouco urgente
-0,4 até 0,5 Né&o avaliado
0.6 até 7,0 Risco Baixo
7,1 até 14,0 Risco médio Zona de alerta
14,1 até 19,0 Risco alto

No ArcGis, a partir das coordenadas, gerou-se o shape de pontos contendo o banco de
dados. Outros bancos de dados relacionados foram importados: limites municipais (IBGE),
malha hidrografica no Instituto Mineiro de Gestdo as Aguas (IGAM), setores censitarios
(IBGE) e floresta/campo no Instituto Estadual de Florestas (IEF). A partir destes bancos de
dados, gerou-se mapas coropléticos para a analise de distribuicéo espacial dos dados em relagédo
as variaveis ambientais.

Para a sugestdo das areas de risco, técnicas de geoprocessamento e ferramentas de
analise espacial foram utilizadas para avaliar a distribuicdo dos moluscos e sugerir areas de
risco de ocorréncia de Biomphalaria spp.. Foram utilizadas, a técnica de Kernel que apresenta
uma andalise exploratoria espacial para detectar e mapear “areas quentes” ou aglomerados
(SANTOS et al., 2007). A técnica de Buffer utilizada para apontar a fonte suspeita no mapa,
criando areas de influéncia, para analisar quantos eventos existem dentro do poligono formado
(SANTOS et al., 2007) e a técnica de Krigagem realiza para a predicdo espacial, a partir das
mensuracOes feitas, para estimar valores da varidvel em locais que ndo houve medida
(CAMARA et al., 2004).

As sub-bacias hidrograficas do municipio foram isoladas e delimitadas. Foram gerados
e fundidos buffers de 500 e de 1000 metros a partir dos pontos amostrais com presenca e com
auséncia de Biomphalaria spp.. Foram cortados e destacados os trechos de recursos hidricos
internos a estes buffers, excluindo-se aqueles trechos pertencentes a outras bacias. Foram
gerados mapas de calor (Kernel Density, resolugdo 100m, raio de busca 1000m) da presenca de
Biomphalaria spp., da auséncia de Biomphalaria spp. e do peso. Foram gerados mapas de
predicdo (Kriging Interpolation, método ordinario, modelo de semivariograma esférico,
resolucdo 100m, raio de busca variavel) para a espécie de Biomphalaria spp. (Lag Size 0.02;
Major Range 0.168; Partial Sill 0.059; Nugget 0.18), para qualidade do habitat (Lag Size 0.002;
Major Range 0.02; Partial Sill 35.56; Nugget 21.29) e para peso (Lag Size 0.02; Major Range
0.147; Partial Sill 16.79; Nugget 20.41).
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4.11 Analises estatisticas

Os bancos de dados foram criados no Programa Microsoft Office Excel 2013
(Microsoft Corp., Redmond, WA, USA) para organizacdo e armazenamento dos dados
referentes as coletas de caramujos, pontos de coletas georreferenciados, analise da agua,
caracterizagdo dos ambientes, dados meteoroldgicos e dados das infecgBes experimentais.
Outra finalidade do programa foi a producéo de graficos para a representacdo de resultados.

Os dados foram analisados nos programas GraphPad Prism® 8.0.2 (San Diego, CA,
EUA) e Open Epi® versdo3.01 (disponivel: http://www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm).
Inicialmente a normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Foi utilizado o
teste de Mann-Whitney para comparacdo dos dados ndo paramétricos. Correlagdes entre fatores
abioticos e o numero de caramujos coletados foram feitas pelo teste de correlacdo de Pearson.
As frequéncias obtidas a partir dos dados categdricos dos ambientes (l6tico e 1éntico) e presenca
de caramujos foram comparadas pelo teste do Qui-quadrado. Especificamente para a
comparacgdo do numero de cercérias eliminadas ao longo da infecgdo, foi feito a analise de
variancia (ANOVA) com o pos-teste de Tukey. O nivel de significancia de p < 0,05 foi adotado

para todos os testes estatisticos aplicados.
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5. RESULTADOS

5.1 Malacolégico e parasitologico

Durante o estudo, foram investigados 46 pontos no municipio de Alvorada de Minas,
desses foram identificados 17 (37%) com presenca dos moluscos limnicos. Esses ambientes

foram amostrados em diferentes coletas, conforme a tabela 7.

Tabela 7 — Pontos amostrados com a presenca de moluscos e numero de coletas realizada em cada ponto

e 3
= =
o g e 2 S
8 < o | 5 £ s
Localidades 3 < < 2| 2 2 £
2 3 3 s | 38 s <
@ = © n | 38 i -
o 2
LL <
Pontos
amostrados | ), 5 |9 10|11 12 15| 18 | 25 |32 33|37 39 40 41
com presenca
de moluscos
Ndmero de
coletas 15 5 5 55 5|3 3 4|5 |5 |4 4|3 3 3 3
realizadas em
cada ponto

As coordenadas geograficas foram adicionas no apéndice 10.1
5.1.1 Identificacdo morfologica e molecular (PCR-RFLP)

Os moluscos capturados pertencem a cinco familias: Ampullariidae, Planorbidae,
Succineidae, Lymnaeidae e Physidae. Um total de 1125 moluscos foram encontrados: 767 de
Biomphalaria spp.; 224 de Physa marmorata Guilding, 1828; 66 de Drepanotrema cimex
(Moricand, 1839); 44 de Omalonyx sp (d"Orbigny, 1837); 16 de Pseudosuccinea columella
(Say, 1817) e 8 Pomacea sp (Perry, 1810). Foram encontradas 270 conchas: 152 conchas de
Biomphalaria spp.; 93 de Physa marmorata; 3 de Pomacea sp; uma de Pseudosuccinea; 20 de

Drepanotrema e uma de bivalve (Tabela 8 e Figura 10).
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Tabela 8 — Moluscos coletados por ponto e localidade em Alvorada de Minas em outubro de 2018; fevereiro,
marc¢o, maio e setembro de 2019.

© © S
e e = c
Pontos| © o = S &
) © 7] — (&] o
Localidades de < 2 2 2 3 g Total
IS o s I S o
coleta 5 @ 5 3 g
o a &
1 76 6 0 0 0 0 82
— 2 24 0 0 0 0 0 24
Ribeirédo
5 23 13 1 0 0 1 38
6 3 0 0 0 0 7
Fazenda 9 3 1 0 0 0 0 4
da Ponte 10 5 0 0 2 0 10
11 40 11 3 0 0 0 54
Centro 12 10 25 0 0 0 0 35
15 15 92 60 0 0 0 167
Barbeiro 18 0 15 0 44 14 0 73
Alto dos 25 0 1 0 0 0 0 1
Monteiros
Jassém 32 4 0 2 0 0 0 6
33 1 6 0 0 0 0 7
37 7 0 0 0 0 0 7
Lambari 39 0 4 0 0 0 0 4
40 3 0 0 0 0 0 3
41 553 43 0 0 0 7 603
Total - 767 224 66 44 16 8 1.125

A familia Planorbidae apresentou o maior niumero de moluscos ao longo das cinco
coletas no estudo, correspondente a 73,8% dos exemplares. Essa familia foi representada pelas
espécies do género Biomphalaria spp. (68%) e pela espécie D. cimex (5,8%). Em seguida,
observou-se a familia Physidae (19,9%) representada apenas pela espécie P. marmorata. Para
as demais familias, o nimero foi: Succineidae (3,9%) representada apenas pelo género
Omalonyx sp.; Lymnaeidae representada apenas pela espécie P. columella (1,4%) e
Ampullaridae (0,7%) com exemplares do género Pomacea sp.. Desta forma, os caramujos dos
géneros Biomphalaria e Physa foram coletados em maior quantidade quando comparado aos

demais moluscos.



Resultados |51

Figura 10 - Representantes da malacofauna limnica capturados no municipio de Alvorada de Minas (MG):
(A) Biomphalaria glabrata; (B) Biomphalaria straminea; (C) Biomphalaria kuhniana; (D) Drepanotrema cimex;
(E) Pseudosuccinea columella; (F) Physa marmorata; (G) Omalonyx sp.; (H) Pomacea sp.; (I) Bivalve ndo
identificado. As espécies Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria cousini ndo tiveram o registro das conchas
devido ao tamanho reduzido dos exemplares que tiveram o material totalmente processado para a identificacao por
PCR-RFLP.
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A identificacdo morfologica e molecular foi realizada nos moluscos do género

Biomphalaria de diferentes localidades (Tabela 9).

Tabela 9— Identificacdo das espécies do género Biomphalaria por morfologia e PCR-RFLP.

©
f5 —
© = - ©
= 2 < = S
. S IS (S = c
Localidades [ @ 2 ] <
= — o >
[=)] 2 GC) =
o = @
oM o o
Ribeirdo 8 1 16
Centro 1 6
Jassém 1
Lambari 4 3 7

Dos 46 pontos visitados, em 17 (37%) foram encontrados moluscos limnicos. Destes,
em 14 (82%) observou-se os exemplares do género Biomphalaria e 10 (59%) apresentaram
uma ou mais espécies que atuam na transmissdo da esquistossomose. Em um dos pontos de
coleta, foi identificada também a presenca de B. cousini, que apresenta suscetibilidade
confirmada a S. mansoni em condigdes laboratoriais (TEODORO et al., 2010). Este foi o
primeiro registro das espécies B. tenagophila, B. cousini e B. kuhniana no municipio de
Alvorada de Minas.

A ocorréncia de D. cimex e Pomacea sp. foi observada apenas em ambiente com a
presenca de Biomphalaria spp. Physa marmorata compartilhou nove ambientes com
Biomphalaria spp. e mais outras trés localidades. Na tabela 10, pode-se verificar que nos pontos

de coleta onde foram encontradas conchas, também foram encontrados moluscos vivos.
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Tabela 10 — Ocorréncia de familias, géneros e espécies de moluscos capturados por ponto de coleta em Alvorada de Minas outubro de 2018; fevereiro, margo, maio e setembro
de 2019.

Ampullariidae Planorbidae Succineidae Lymnaeidae Physidae Bivalve
S
= ©
g . £ £ I
© = o > > ©
? s £ £ 2 oz § & 4 e 2
P 3 S g = > 2 = [5) z 3] = ,
Localidades Pontos 3 ) ‘_‘5 o @ 8 £ = S S £
£ s @ B 0§ . < g < 3 =
o IS o . o m o b= = 2 )
e 2 @ m & o o 2
m = 8 o
(@) D
(73]
o
1 X X X X
Ribeir 2 X X X C
DeIrao 5 X X X X X X C X
6 C X X X C
9 X X X
Fazenda da Ponte
10 X X X
11 X X X X
Centro 12 X C X
15 X X X X
Barbeiro 18 C X X X
Alto dos
Monteiros 25 X
Jassém 82 X X X
33 X X X
37 X X
L ambari 39 C X
ambari 40 % %
41 X X X X X

Legenda: X = presenga dos moluscos; C = presenca de concha.



Resultados |54

5.1.2 Helmintofauna associada a malacofauna

A pesquisa das larvas de trematodeos associados aos moluscos coletados nao revelou
nenhum exemplar de B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea parasitados por S. mansoni.
Entretanto, foram obtidos estadios larvais de trematédeos do género Echinostoma
Rudolphi, 1809 (figura 11), com as seguintes caracteristicas: cauda simples, corpo anterior a
cauda, com presenca de ventosa ventral na regido mediana do corpo, e presenca de um nitido
colar cefalico com espinhos. Foram eliminados por um molusco da espécie P. marmorata,

correspondente ao ponto 33 no periodo da 2° coleta em fevereiro de 2019.

Figura 11 - Cercaria do género Echinostoma. (A) Morfologia completa (B) colar cefalico com
espinhos na regido anterior.

Xifidiocercaria (figura 12), apresentou cauda simples, corpo anterior a cauda, com
presenca de ventosa ventral na regido mediana do corpo, presenca de estilete na regido da
ventosa oral e auséncia de ocelos pigmentados. Eliminados por um molusco da espécie P.
marmorata, correspondente ao ponto 32 no periodo da 3° coleta em margo de 2019.

Figura 12 - Cercaria tipo Xifidiocercaria: (A) Morfologia completa (B) Estilete na regido da
ventosa oral.
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Estringeocercaria (figura 13), cauda bifurcada, tronco caudal longo, furca, boca na
regido anterior, cauda sem um par de apéndices anteriores, longifurcada, distoma e faringeada.
Eliminada por dois moluscos, de diferentes localidades da espécie D. cimex, correspondente ao
ponto 11 no periodo da 3° coleta em marco de 2019 e no ponto 32 no periodo da 4° coleta em
maio de 2019.

50um

Figura 13 — Cercéria do tipo Estringeocercéaria (A) Morfologia completa (B) Imagem do
corpo com a presenca da faringe e ventosa ventral.

5.2 Dados meteorolégicos

Na avaliacdo da distribuicdo mensal dos moluscos coletados em Fevereiro a Setembro
de 2019 com a mesma quantidade de coletas realizadas, quatro coletas (2°, 3°, 4° e 5°)
correspondentes a 11 pontos, observa-se maior niamero de moluscos (63,6%) nos meses de maio
e setembro no periodo de seca, em comparacdo aos meses de fevereiro e marco, periodo de
chuva com 36,4%.

A variacdo de precipitacdo e das médias de temperatura durante o trabalho encontram-
se nos graficos. A precipitacdo variou de 232 mm em fevereiro a 0,9 mm em junho (Gréfico 1).
As maiores médias de temperatura foram observadas em fevereiro (25°C) e as menores médias
em junho (16°C) de 2019 (Grafico 2).
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Gréfico 1 - Comparagdo do nimero de moluscos capturados nas quatro coletas (2°,3%,4° e 5°) em 11 pontos com
pluviosidade media, registradas na estacdo meteorolégica de Conceicdo do Mato Dentro em 2019.
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Gréfico 2 - Comparacdo do numero de moluscos capturados nas quatro coletas (2°,3°,4° e 5% nos 11 pontos com
temperatura compensada média, registradas na estacdo meteorolégica de Conceicdo do Mato Dentro em 2019.

Biomphalaria spp. e P. marmorata apresentaram uma relevante distribuigéo entre os
criadouros no municipio. Analisando quatro coletas (2°, 3°, 4° e 5°) em sete pontos foi observada
e comparada a presenca das duas populacGes nos mesmos ambientes. No periodo de chuva,
obteve-se 45 exemplares (61%) de moluscos do Género Biomphalaria e 29 exemplares (39%)
de P. marmorata. No periodo de seca, ocorreu uma inversao nas porcentagens de P. marmorata
com 95 exemplares (60%) e 64 exemplares (40%) para Biomphalaria spp. Especificamente
para Biomphalaria e P. marmorata, a pluviosidade ndo influenciou estatisticamente no nimero
de individuos coletados (r = -0,289; p = 0,711 e r = -0,578; p = 0,422, respectivamente)
(gréfico 3).
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Gréfico 3 — Pluviometria e total de nimero de moluscos capturados do género Biomphalaria e Physa referente a
quatro coletas (2°, 3°, 4° e 5°) correspondente a sete pontos (1, 5, 6, 9, 10, 15, 33) que apresentaram os dois géneros.
Correlacéo realizada pelo Teste de Pearson.

5.3 Caracterizacao da diversidade de ambientes aquaticos

As colecbes aquaticas foram classificadas como énticas (dguas paradas ou de baixo
fluxo, destacando-se ribeirdes, lagos e lagoas) e I6ticas (agua corrente, corregos, cachoeiras e
rios). Foram avaliados 45 ambientes, classificados em 29(64,4%) ambientes Iénticos e
16(35,6%) ambientes l6ticos, o ponto 41 ndo foi avaliado por se tratar de um bebedouro de
animais, embora também seja um criador de caramujos. A frequéncia da ocorréncia de
moluscos em ambientes Iénticos foi estatisticamente maior (15/29; 51,75%), quando
comparado aos ambientes I6ticos (1/16; 6,2%) (p = 0,02338) (Tabela 11).

Tabela 11 — Ambientes I6ticos e I&nticos relacionados com a presenca moluscos

Ambientes Pontos com
limnicos presenga_de P
caramujo
Léntico 29 15
Total 45 16

Valor de p obtido pelo teste do Qui-quadrado.

Dos 17 pontos que apresentaram moluscos (Figura 14), em 15 pontos foi observado a

utilizacdo por pessoas e/ou animais com agua. Sendo que em trés pontos 0 motivo era recreativo
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(Pontos 1, 10, e 12), em cinco para atividades domésticas (2, 5, 18, 33, 37), e nove para criacao
de animais domeésticos (1, 2, 6, 12, 15, 37, 39, 40, 41). Entre os ambientes com presenca de
moluscos, apenas um ponto apresentou eliminacdo de esgoto evidente (Ponto 11) ndo
representado na imagem. O ponto 41 apresentou um grande nimero de moluscos do género
Biomphalaria e por ser correspondente a bebedouro de animais nao foi utilizado na analise de

avaliacdo de habitat, entretanto foi realizada a analise microbioldgica da agua.

Ponto 9
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Ponto 15 Ponto 18

Ponto 39

Figura 14 — Panorama dos ambientes de coleta que apresentaram os moluscos limnicos — (exceto o
ponto 23 que ndo apresentou moluscos, embora tenha sido utilizado na analise microbioldgica da agua,
por ser um ambiente muito explorado como area recreativa em Itapanhoacanga).
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Os ambientes foram classificados como areas impactadas, alteradas e naturais. Aquelas que obtiveram pontuacdo até 20 pontos foram
consideradas altamente impactadas. Entre 20 e 36 pontos estdo as areas levemente impactadas e acima de 36 pontos as areas naturais. O protocolo
utilizado demonstrou a presenga de ambientes altamente impactados (80%) e levemente alterados (20%) no municipio de Alvorada. Apenas o
ambiente 41 néo foi avaliado por ser um bebedouro de animais. Dos ambientes com moluscos avaliados 93,7% foi de trechos altamente impactados.

No entanto, ndo houve diferenca nas quantidades de caramujos coletados nos diferentes ambientes (p=0,5121) (Grafico 4).
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Pontuacdo do impacto ambiental

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 42 43 44 45 46

1 Pontos amostrais sem moluscos = Pontos com moluscos ~ -------- curva de referéncia

Trechos altamente impactados - até 20 pontos
Trechos levemente impactados - > 20 < 35 pontos
Trechos naturais - > 36 pontos

Gréfico 4 - Aplicacdo do protocolo de avaliagdo rapida da diversidade de habitats. Pontuacdo de classificacdo dos ambientes visitados. Modificado do EPA, 1987;
Callisto et al., 2002 e Brito et al., 2011.
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5.4 Analise da agua

5.4.1 Dados de pH e Temperatura

Os valores de pH variaram entre 6,0 e 9,0 nos ambientes amostrados. Na avaliagéo da
temperatura foram obtidos valores entre 23,5°C a 33,2°C (tabela 12). N&o houve correlagédo
significativa entre o numero de moluscos coletados e os valores de pH (r =-0,15; p = 0,54) e

temperatura (r = 0,23; p = 0,35) dos criadouros.

Tabela 12 — Resultados da analise de pH e temperatura

Localidade Pontos de coleta pH Temperatura (°C)
1 9.1 33,2°C
2 7.2 34,5°C
Ribeirdo
5 6.7 26,5°C
6 7.1 25,6°C
9 6.3 27,1°C
Fazenda da Ponte
10 6.2 27,8°C
11 7 26,5°C
Centro 12 7.1 23,5°C
15 6.9 27,4°C
Barbeiro 18 6.2 30,6°C
Alto dos Monteiros 25 6.3 29,1°C
32 6.3 26,2°C
Jassém
33 75 26°C
37 6 25,2°C
39 6.2 25°C
Lambari
40 6.5 26,4°C

41 6.1 30°C
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5.4.2 Microbiologica para coliformes

Na tabela abaixo, sdo apresentados os resultados da andlise da presenca de coliformes
totais e presenca de E. coli nas localidades de Ribeirdo, Fazenda da Ponte, Centro, Barbeiro,
Itapanhoacanga, Alto dos Monteiros, Jassém e Lambari.

As localidades Ribeirdo, Fazenda da Ponte, Barbeiro e Itapanhoacanga apresentaram
coliformes totais e E. coli. Nas localidades Centro, Jassém e Lambari ndo houve presenca de E.
coli em um dos pontos, assim como o controle.

A andlise apresentou 100% de positividade para coliformes totais e 82,4% de
positividade para E. coli nas localidades amostradas (Tabela 13). Os testes foram fotografados

e indexados no apéndice 10.2 e distribuigdo espacial no apéndice 10.3B

Tabela 13 — Resultados da andlise microbiolégica das colec¢des hidricas com moluscos.

Coliformes
Localidade Pontos de coleta
Totais E. coli
1 X
2 X X
Ribeirdo
5 X X
6 X X
9 X X
Fazenda da Ponte
10 X X
11 X X
Centro 12 X X
15 X 0
Barbeiro 18 X X
Itapanhoacanga 23 X X
Alto dos Monteiros 25 SA SA
32 X
Jassém
33
37 SA SA
39 X X
Lambari
40 X X
41 X 0
Controle - X 0

Legenda: X = presente; 0 = ausente e SA = sem agua no periodo da analise.
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5.5 Infeccao experimental - Desafio com a cepa LE de Schistosoma mansoni

No primeiro experimento de infec¢do da geracdo F1 de B. glabrata, provenientes dos
pontos 6 e 9 e do controle (GIDE-UFMG), foi possivel avaliar a suscetibilidade e a
compatibilidade dos moluscos durante seis semanas. Na infeccdo com 10 miracidios, 0s
moluscos dos pontos 6 e 9 apresentaram taxas de infeccdo de 70% e 85% respectivamente. No
grupo controle a taxa de infeccdo foi de 15% (tabela 14). Ambos os experimentos foram

realizados em condic¢Ges ndo controladas para temperatura, umidade e luminosidade.

Tabela 14 — Primeira infecco experimental - Desafio com a cepa LE de Schistosoma mansoni

Periodo
Procedéncia Miracidios m?lijggos mglll(sjsos pre-patente e | Taxa de TCP/100 | Classe
LE/UFMG | | tilizados Mortos ultlma.anallse infeccdo
(Dias)

. P;gtg’rgta 10 20 4 30-76 70% 519690 VI

Ponto 9
B. glabrata 10 20 6 30-76 85% 561.510 VI

UFMG 10 20 9 30-76 15% 3.230 I
B. glabrata

Ponto 2

_ 0, - -

B. kuhniana 20 20 2 30-76 0%

UFMG 20 20 11 30-76 15% 5.440 I
B. glabrata

(TCP/100 = nGmero total de cercérias produzidas, multiplicado por cem e dividido pelo nimero de moluscos
expostos)

Na avaliacdo da compatibilidade, os moluscos dos pontos 6 e 9 apresentaram resultados
de classe VI, ou seja, extremamente compativeis. Os dados obtidos na infec¢do dos moluscos
da UFMG, com 10 e 20 miracidios/molusco, apresentaram o perfil de classe I, com descrigéo
“ndo muito compativeis” para a cepa LE de S. mansoni.

No primeiro experimento, os dois grupos de B. glabrata de Alvorada de Minas
eliminaram cercarias a partir de 42 dias pos-infec¢do, com elevado numero de cercérias. No
entanto, a populacdo da UFMG iniciou a eliminacdo de cercarias em maior nimero a partir de
71 dias pés-infecgdo. Foi possivel identificar uma diferenca significativa na quantidade de
cercarias eliminadas por B. glabrata do Ponto 9 aos 71 dias pds-infeccdo, quando comparado
com a populacéo do ponto 6 (p=0,04) e da UFMG (p>0,0001) (Grafico 5). Nao houve diferencas
significativas nas taxas de mortalidade observadas para os caramujos infectados do ponto 6
(20%), do ponto 9 (30%) e da UFMG (45%) (Grafico 6).
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Gréfico 5 - Desafio com a cepa LE de Schistosoma mansoni. Resultado da infeccdo experimental de B. glabrata
com S. mansoni (cepa LE/JUFMG). Moluscos provenientes da UFMG, Ponto 6 e Ponto 9 de Alvorada de Minas.
(#) estatisticamente diferente entre os grupos Ponto 9 e UFMG; (*) estatisticamente diferente entre os grupos
Ponto 9 e Ponto 6 pelo Teste de comparagdes multiplas de Tukey
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Gréfico 6 — Curva de sobrevivéncia de linhagens de Biomphalaria glabrata provenientes de Alvorada de Minas
(Pontos 6 e 9) e grupo controle (UFMG). Comparacédo realizada pelo Teste de Log-Rank (p = 0,36).
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Ainda no primeiro experimento, o grupo da espécie B. kuhniana, mantido nas mesmas
condicdes, expostos a 20 miracidios, apresentaram 10% de mortalidade apds a sexta semana,
entretanto, ndo foi constatada a infec¢do nos individuos desafiados. Os resultados da populagéo
de B. glabrata da UFMG expostas a 20 miracidios/molusco ndo apresentaram diferencgas
significativas na mortalidade (55%) e na suscetibilidade (15%), comparados aos expostos com
10 miracidios.

No segundo experimento, o desafio da geracdo F1 de B. glabrata do ponto 15 de
Alvorada de Minas, da populacdo mantida na UFMG e da populacdo mantida no IRR, os
resultados mostraram uma taxa de infeccdo de 100%, 20% e 50%, respectivamente. Os
moluscos do ponto 15 apresentam uma alta taxa de suscetibilidade, diferente dos resultados
obtidos pelos moluscos dos laboratérios. Vale ressaltar que a populagdo de B. glabrata mantida
na UFMG é proveniente da regido do Barreiro, Belo Horizonte, MG. Os moluscos do IRR séo
provenientes do Barreiro de Cima, Belo Horizonte (MG), e sdo mantidas a mais de 50 anos no
laboratdrio (SOUZA, 1986; SOUZA et al., 1995). No entanto, os moluscos do IRR foram mais
suscetiveis em comparacdo com a populacdo da UFMG utilizando a cepa LE da UFMG
(tabela 15).

Tabela 15— Segunda infecgdo experimental - Desafio de linhagens de Biomphalaria glabrata com a cepa LE de
Schistosoma mansoni

Periodo
A Miracidios N° de moluscos pré-patente e . n
Procedéncia LE/UEMG utilizados Gltima andlise | Taxa de infeccéo
(Dias)
Ponto 15 10 20 30-45 100%
IRR 10 20 30-45 50%

UFMG 10 20 30-45 20%
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5.6 Analise descritiva dos pacientes tratados com Praziquantel

Para a analise descritiva dos casos tratados pela farmacia municipal de Alvorada de
Minas, entre os anos 2017 até outubro de 2019, foram utilizados apenas pacientes atendidos e
residentes no municipio de Alvorada de Minas. A localidade que recebeu mais tratamentos em
2017, foi o Centro com 29,7%. Em 2018 e 2019, Ribeirdo apresentou 0os maiores nimeros de
pessoas tratadas com 43,4% e 25%, respectivamente. Somando os trés anos, Ribeirdo (29,9%),
Centro (21,4%) e Itapanhoacanga (13%) foram as localidades que apresentaram o maior
numero de pacientes tratados com PZQ (tabela 16).

Tabela 16— NUmero e procedéncia de individuos diagnosticados com esquistossomose no Municipio de Alvorada

de Minas e tratados com praziquantel nos anos de 2017-2019. Dados obtidos da Secretaria de Saude, Prefeitura de
Alvorada de Minas.

Anos
Localidades Total
2017 2018 2019

Ribeirdo 6 20 6 32
Centro 11 9 3 23
Itapanhoacanga 10 3 1 14
Fazenda da Ponte 5 3 3 11
Lapinha 4 4 2 10
Passa Mal 1 1 0 2
Dom Paulo 0 2 0 2
Bom Jesus 0 1 0 1
Rio das Pedras 0 1 1 2
Palha de Cana 0 1 0 1
N&o identificado 0 0 8 8
Outro municipio 0 1 0 1

Total 37 46 24 107

5.7 Analise espacial

Considerando a distribuicdo das amostras (Tabela 17), foram delimitadas 12 bacias
hidrograficas distintas: Pau Lavrado (bhl); Sao Joseé (bh2); Escadinha (bh3); Rio das Pedras
(bh4); Dom Paulo (bh5); Pagao (bh6); Alvorada (bh7); Pinheiro (bh8); Lambari (bh9); Bibiu
(bh10); Fazenda da Ponte (bh11) e Peroba (bh12) e seus afluentes menores sob forte influéncia

do Rio e/ou sem pontos amostrais.
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5.7.1 Moluscos

Os pontos amostrados foram agrupados pelas bacias hidrograficas: bhl (42, 28, 29, 45); bh2 (26, 27, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 43, 44, 46);
bh3 (18, 19, 20, 22, 23, 24, 25); bh4 (21); bh5 (11, 12, 16); bh6 (17); bh7 (37, 38, 39); bh8 (36, 40); bh9 (1, 2, 3, 4, 5, 6, 41); bh10 (7, 8); bh1l
(9); bh12 (13, 15); Rio do Peixe (10, 14) (figura 15).
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Figura 15 - Distribuicdo dos 46 pontos amostrados no levantamento malacoldgico no municipio de Alvorada de Minas.
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Em 7 das 12 bacias hidrograficas foram coletados exemplares do género Biomphalaria. O género Pomacea foi encontrado apenas na bacia
9, 0 género Drepanotrema nas bacias 2, 9 e 12, o género Omalonyx na bacia 3, o género Pseudosuccinea nas bacias 3 e 12 e o género Physa nas
bacias 2, 3,5, 6,9, 11 e 12. As bacias 1, 3, 4, 6 e 10 ndo apresentaram nenhuma espécie de Biomphalaria e as bacias 1, 4, 6 e 10 ndo apresentaram
moluscos (Figura 16).
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Figura 16 - Mapa com a divisao das bacias hidrograficas e a distribuicdo da malacofauna nas 17 localidades. (Outubro 2018, fevereiro, marco, junho e setembro de 2019)



Resultados |69

Espécies de Biomphalaria foram identificadas nas bacias 2, 5, 7, 8, 9, 11 e 12. B. glabrata foi identificada nas bacias 7, 9, 11 e 12, B. tenagophila na bacia 2, B.

straminea na bacia 9, B. cousini na bacia 8, B. kuhniana nas bacias 9 e 12 (Figura 17).
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Figura 17 - Mapa com a divisdo das bacias hidrogréficas e a distribui¢do das espécies de Biomphalaria nas 14 localidades. (Outubro 2018, fevereiro, margo, junho e setembro
de 2019)
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Tabela 17 — Identificacdo das bacias hidrograficas e presenca das varidveis condicionantes para o valor arbitrario do peso

Bacias NAOrr?(Ss?rc;g?ss Blizgr?ﬁ)cri:?adr?a B. glabrata Outros moluscos Contggr;g}agéo Intensidﬁg;:gz(@?bientes Peso (Risco)
1 4 Néo Néo Néo Sem Amostra Altamente Nulo
2 12 Sim Néo Sim Sim Altamente/levemente Baixo
3 7 Né&o Né&o Sim Sim Altamente /Levemente Baixo
4 1 Né&o Né&o Né&o Sem Amostra Levemente Baixo
5 3 Sim Né&o Sim Sim Altamente Baixo
6 1 Né&o Né&o Né&o Sem Amostra Altamente Nulo
7 3 Sim Sim Néo Sim Altamente Médio
8 2 Sim Néo Néo Sim Altamente Médio
9 7 Sim Sim Sim Sim Altamente / Levemente Alto
10 2 Néo Néao Né&o Sem Amostra Altamente Nulo
11 1 Sim Sim Sim Sim Altamente Médio
12 2 Sim Sim Sim Sim Altamente / Levemente Médio
Rio do Peixe 2 Sim Sim Sim Sim Altamente / Levemente Médio

Todas as bacias amostradas para qualidade de 4gua (2, 3, 5, 7, 8, 9, 11 e 12) apresentaram contaminacao fecal (presenca de coliformes totais
e E. coli). Todas as bacias apresentaram pontos altamente impactados, exceto a bacia 4 (Apéndice 10.3B). As bacias 2, 3, 9 e 12 apresentaram

pontos altamente e levemente impactados e apenas a bacia 4 apresentou um ponto levemente impactado (Apéndice 10.3C).
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5.7.2 Analise de Kernel e Buffer

Considerando os pesos, as bacias 2, 3, 9 e 12 apresentaram pontos sem risco potencial
de Biomphalaria. As bacias 1, 2, 3, 5, 6, 7, 9, 10 e 12 apresentaram pontos de risco nulo. As
bacias 2, 3, 5, 7, 8 e 12 apresentaram pontos de baixo risco. As bacias 7, 9, 10 e 12 apresentaram
pontos de médio risco e apenas a bacia 9 apresentou ponto de elevado risco. Nas bacias 9 e 12
foram identificados quatro géneros de moluscos, nas bacias 2 e 3 foram trés géneros, as bacias
5, 7 e 11 foram dois géneros e na bacia 8 um género.

No mapa de Buffer, figura 18, considerando o raio de 500m a partir de um ponto
amostral, dezoito dos 46 pontos possuem uma distancia maior que 1000m do ponto vizinho
mais proximo, ou seja, aproximadamente 40% dos pontos estdo isolados e 60% estdo
aproximados. Considerando o raio de 1000m a partir de um ponto amostral, apenas 2 dos 46
pontos possuem uma distancia maior que 2000m do ponto vizinho mais préximo.

No raio de 1000m a partir dos pontos amostrais, que sdo por si s6 represas, areas de
lazer e de atividades domesticas, encontram-se duas areas urbanas (sede e Itapanhoacanga),
escolas rurais e aglomerados de residéncias rurais. O risco neste raio considera (i) as distancias
relativamente curtas, menores que 1km, entre as pessoas e o0 ponto de localizacdo de
Biomphalaria e (ii) o grande poder de dispersdo de Biomphalaria, inclusive & montante®. E
possivel observar também quatro areas onde a presenca e auséncia de Biomphalaria se
sobrepde. No entanto, sugere-se que a area de sobreposicdo deve ser considerada de risco.

Dos 46 pontos amostrais, em 14 foram identificados Biomphalaria os quais foram
considerados pontos de risco. Ao sul do municipio na bacia 2 € possivel observar dois pontos
de risco proximos a jusante*, mas com pontos com auséncia de Biomphalaria a montante e no
raio de risco. Na regido norte, na bacia 7 hd um ponto de risco a montante com um ponto com
auséncia de Biomphalaria no raio de risco e outro a jusante. Na bacia 8, proxima ao centro, ha
um ponto de risco no meio da bacia e um ponto com auséncia de Biomphalaria a montante. Na
bacia 9, ao leste do municipio, ha um ponto de risco a montante, préximo a bacia 8 e quatro
pontos de risco a jusante. No entanto, entre estes quatro pontos ha dois pontos com auséncia de
Biomphalaria dentro do raio de risco. No Rio do Peixe ha duas areas de risco: (i) na sede do
municipio, adentrando a regido da bacia 5, com trés pontos de risco e dois pontos com auséncia

de Biomphalaria no raio de risco; e (ii) na regido da bacia 11, com dois pontos de risco.

3 Montante - a nascente de um rio é o seu ponto mais a montante.
4Jusante - a foz de um rio é o ponto mais a jusante.



Resultados |72

No mapa de Kernel, figura 19, considerando o raio de 1 km, identificamos sete areas de
risco, sendo uma delas mais extensa na bacia 9 e quatro delas com pontos amostrais sem
Biomphalaria. Cinco bacias ndo tém &rea de risco: 1, 3, 4, 6 e 10.

Em geral, as bacias da regido oeste ndo possuem risco e as regides da sede, norte e leste
do Rio do Peixe sdo de maior risco. Algumas areas das bacias ndo possuem amostras, ou as
amostras ndo apresentaram Biomphalaria. No entanto, isso ndo significa que Biomphalaria
esteja ausente ou que nao sejam areas de risco.

A densidade de Kernel para a distribuicdo de Biomphalaria revelou areas de risco
similares aos buffers. No entanto, com o Kernel foi possivel notar uma area mais quente na
regido da sede, influenciada pela presenca de trés pontos amostrais mais proximos com presenca
de Biomphalaria, e notar que o risco diminui ao se afastar das areas centrais de risco.

A densidade de Kernel do peso sugeriu seis areas de alto risco (quatro areas na bacia 9,
uma area na sede/bacia 5 e uma na bacia 11/Rio do Peixe), trés areas de médio risco (bacia 2,
7 e 9), duas areas de baixo risco (nas bacias 7 e 8) entre areas de médio risco. Todas estas areas
(alto, médio e baixo risco) apresentam também Biomphalaria.

A técnica de peso permitiu diferenciar melhor as &reas de risco identificadas pelos
buffers e pelo Kernel e permitiu identificar duas areas de baixo risco localizadas na bacia 3, que
ndo apresentam Biomphalaria e, por isso, ndo foram identificadas pelo buffer ou Kernel. O
risco revelado pelo peso foi influenciado pela presenga de outros moluscos, de contaminagéo
fecal e pela baixa qualidade do habitat.

A densidade Kernel do peso também sugeriu seis areas de boa qualidade (trés areas na
bacia 2, duas areas na bacia 3, uma area na bacia 4 e duas areas de boa qualidade adjacentes as
areas de alto risco) no Rio do Peixe préximo a sede e na bacia 9. Diversos pontos amostrais

apresentaram valores nulos, que ndo sugerem boa qualidade ambiental nem risco.
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Figura 18 - Mapa de calor da distribuicdo de Biomphalaria a partir do Buffer. (Coletas em outubro 2018,

fevereiro, marco, junho e setembro de 2019)
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Figura 19 - Mapa de Kernel para a distribuicdo de Biomphalaria spp. com raio de 1km. (Outubro 2018, fevereiro,

mar¢o, junho e setembro de 2019)
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5.7.3 Analise de Krigagem

A interpolacdo pelo método de Krigagem permitiu predizer a distribuicdo potencial de
Biomphalaria com base nos dados de distribuicdo espacial das espécies. H& maior
probabilidade de encontrar espécies de Biomphalaria a leste do Rio do Peixe e na sede
municipal e menor probabilidade na regido oeste do Rio do Peixe (Figura 20).

A Krigagem do peso permitiu predizer as areas de maior risco potencial de ocorréncia
de Biomphalaria. Diferente da Krigagem de Biomphalaria, o peso apontou maior potencial na
regido da bacia 9, médio potencial no restante das regides leste e ao longo da bacia do Rio do

Peixe e baixo potencial na regido oeste do Rio do Peixe (Figura 21).
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Figura 20 — Mapa de predicdo de Biomphalaria a partir da analise de Krigagem. (Coletas em outubro 2018,
fevereiro, margo, junho e setembro de 2019)
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Figura 21 — Mapa com a distribuicéo de Biomphalaria spp. e a predi¢édo com o fator peso para a indica¢do
das areas de risco, a partir da Krigagem. (Coletas em outubro 2018, fevereiro, mar¢o, junho e setembro de

2019)



Resultados |76

5.7.4 Humano

As comunidade Lapinha, Ribeirdo, Fazenda da Ponte e Centro, localizadas nas bacias
7, 9, 11, 12, respectivamente, estdo situadas proximas as areas de risco com presenca de
Biomphalaria spp.. Estas areas estdo localizadas nas regides leste e sede. As comunidades
Itapanhoacanga, Dom Paulo, Bom Jesus e Palha de Cana estdo situadas nas bacias 3, 5, 6, 10
respectivamente, em &reas que ndo apresentam Biomphalaria, como destaque para a
comunidade de Itapanhoacanga e de duas localidades proximas: Rio das Pedras e Passa Mal,

presentes na bacia 3, com grande nimero de pessoas em tratamento (figura 22).
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Figura 22 — Mapa de distribuicdo dos pacientes tratados com praziquantel (Acumulado do periodo de 2017
a 2019)
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho, foi realizado o inquérito malacol6gico no municipio de
Alvorada de Minas, que resultou no registro de diferentes géneros e espécies,
frequentemente identificados nas bacias hidrograficas do Sudeste Brasileiro (MEDEIROS
etal., 2014 e PALASIO et al., 2019)

Carvalho e colaboradores (2018) identificaram entre os anos de 2012 e 2014 as
espécies B. glabrata e B. straminea em Alvorada de Minas, considerando os dados deste
estudo o primeiro registro de B. tenagophila no municipio. Guimardes (2010), utilizando
os dados da Colecdo de Malacologia Médica (CMM) da Fiocruz, descreveu a distribuicéo
de exemplares de Biomphalaria em varios municipios de Minas Gerais, inclusive do
municipio de Dom Joaquim, com a notificacdo de B. tenagophila. A distancia do ponto de
coleta de B. tenagophila ao limite de Alvorada de Minas e Dom Joaquim, é de
aproximadamente 10km. O que sugere uma recente colonizagao no ponto de coleta ou uma
melhor amostragem de coleta realizada neste trabalho.

Foram identificados no presente estudo B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea
hospedeiros intermediarios que se infectam naturalmente com o S. mansoni. A espécie
B. cousini que é hospedeira em potencial (TEODORO et al., 2010) e B. kuhniana, espécie
resistente a infeccdo (Floch e Fauran. 1954). Entre os ambientes de coleta foi também
registrada a primeira ocorréncia em simpatria das espécies B. glabrata, B. straminea e
B. kuhniana, no mesmo ponto de coleta na regido de Ribeirdo. Estudos realizados por
Barbosa (1973) e Attwood et al. (2015) mostraram a relacao de deslocamento competitivo
entre essas espécies. No entanto, este trabalho se limitou a identificar apenas a ocorréncia
das especies, apesar da grande relevancia em compreender a dindmica de comunidade que
foi estabelecida.

O levantamento malacologico permitiu identificar condigdes favoraveis para a
transmisséo de S. mansoni no municipio, devido a presenca das trés espécies de moluscos
hospedeiros intermediarios, bem como as condigdes ambientais favoraveis dos criadouros
que sdo utilizados pela populagéo para fins de lazer, agropecuaria e tarefas domésticas. O
registro dos trés hospedeiros intermediarios presentes na mesma localidade, foi notificado
em apenas 37 dos 853 municipios do estado de Minas Gerais (GUIMARAES et al., 2012).

Isso demonstra a necessidade de novos estudos para suprir as limitacdes dos dados gerados
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pelos municipios e para compreender a dindmica de expanséo territorial desses moluscos,
relacionando-os as condi¢cdes ambientes adequadas para a colonizacéo.

A verificacdo da eliminacdo de cercaria ndo evidenciou a presenca de S. mansoni,
porém este resultado pode ser justificado devido aos baixos indices de infec¢do natural em
moluscos obtidos em campo, como discutido por Mota et al. (2012). Hamburger et al.
(2004) descreveu as falhas do método de eliminacdo de cercaria com baixas variagoes
(variacdo = 0,14-3,4%) ou totalmente ausentes e a eficiéncia do teste PCR as altas taxas e
persisténcia de prepaténcia (variacdo = 28-54%), indicando um grau significativo de
contaminacdo da area. Diante do perfil epidemiologico de Alvorada de Minas, mortalidade
dos moluscos transportados e possivel persisténcia do periodo de prepaténcia, o teste
molecular seria 0 mais adequado para a deteccdo da real infeccdo dos moluscos coletados
em campo.

No entanto, foram identificados trés tipos cercarianos sendo dois de importancia
médico veterinario: Xifidiocercéria, subdividido no grupo Armata, que geralmente parasita
anfibios e répteis, e a forma Estringiocercaria, identificada como parasito de intestino de
aves e mamiferos. Também foi identificada uma cercaria do género Echinostoma, que nas
suas formas adultas, geralmente, parasitam vertebrados, inclusive seres humanos. A
equinostomiase € uma doenca inflamatdria adquirida através da ingestdo de alimentos
contaminados com metacercarias de Echinostoma sp. que, uma vez dentro do homem,
desenvolvem-se até a fase adulta e permanecem alojados no trato gastrointestinal (SAH et
al., 2018). Normalmente, é uma doenca assintomatica, porém pode evoluir para infeccdes
graves com nauseas, vomitos, diarreia, febre, dor abdominal e perda de peso (CDC 2018;
TOLEDO et al., 2014). A equinostomiase humana esta associada aos habitos de ingestao
de peixes e moluscos crus ou mal cozidos (GRACZYK & FRIED, 1998). Dando
continuidade aos estudos, outro grupo de pesquisa obteve as formas adultas dessas larvas
do tipo Echinostoma, em condi¢es laboratoriais. O proximo passo sera a identificacdo da
espécie por sequenciamento, através da biologia molecular.

Neste estudo foi registrada a ocorréncia de P. columella, espécie hospedeira
intermediaria de Fasciola hepatica Linnaeus, 1758 (causadora da Fasciolose), parasito do
homem, ovinos, bovinos, caprinos, suinos e de alguns animais silvestres. Essa parasitose
tem ampla distribuicdo mundial e é considerada importante doenca veterinéria, devido as
perdas na producdo pecudria, acarretando sérios prejuizos econémicos. No Brasil, a

fasciolose animal ocorre no Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo, Rio de
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Janeiro e Minas Gerais (SERRA-FREIRE et al., 1995; SERRA-FREIRE 1999). Este
registro € importante uma vez que Alvorada de Minas é uma regido que depende da
agropecuéria como uma das principais atividades econémicas. Ainda se faz necessério,
estudos sobre a populacgdo de P. columella e possivel parasitismo nas criages de bovinos,
para identificar possiveis riscos epidemiologicos quanto a transmissdo da fasciolose.
Apesar de existir registros de animais infectados por F. hepatica em Minas Gerais, 0 estado
ainda ndo é considerado uma éarea enzodtica (LIMA et al., 2009). A ocorréncia de
P. columella foi documentada em 40 municipios de Minas Gerais por Medeiros et al.
(2014), mas ndo para Alvorada de Minas, sendo este o primeiro registro.

Na lista de espécies ameacadas de 2018 do Ministério do Meio Ambiente (MMA)
e do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) foi incluida
P. marmorata como espécie ameacada, na categoria IUCN "vulneravel" (VU). Embora
autores considerem a espécie amplamente distribuida nas regides tropicais do Continente
Sul-americano (MANSUR, 2012; SIMONE, 2006), foi detectado uma reducao no registro
das populacBes na Ultima década, por degradacdo ambiental e competicdo com espécies
exoticas. Dos 13 ambientes que esta espécie foi coletada, dez (77%) compartilhavam com
espécimes do género Biomphalaria, por esta notificacdo seria indicado nas intervengdes
futuras de eliminacdo do caramujo hospedeiros intermediarios de S. mansoni - como 0 uso
de moluscicida - a analise do ambiente para detec¢do da presenca da espécie ameacada.

A presenga de conchas vazias em localidades onde ndo foram registrados moluscos
vivos, pode ser justificado por possivel dispersdo. Um evento que poderia favorecer esse
deslocamento é o transporte pelo sistema de arraste no periodo das enchentes. 1sso pode
permitir a colonizacdo de novos ambientes. Deve-se considerar também, que moluscos de
agua doce podem ser dispersados atraves de passaros, peixes, mamiferos e comércio de
plantas para curtas ou longas distancias (CORREA et al., 1970; 1980; MADSEN &
FRANDSEN 1989).

Nos ambientes estudados, os criadouros de moluscos apresentaram pouca ou
nenhuma correnteza, com exce¢do do ponto 10 (localidade Fazenda da Ponte, no Rio do
Peixe) que apresentou velocidade ligeiramente maior. Os ambientes encontrados e
descritos, corroboram com os dados da literatura que relataram que espécies de
Biomphalaria preferem ambientes Iénticos e possuem habitos bentdnicos (KLOOS et al.,
2001; PESSOA & MARTINS 1988; SOUZA et al., 2006 e MIRANDA et al., 2016),

embora possam colonizar também ambientes l6ticos (BRASIL, 2008).
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O protocolo de avaliacao rapida da diversidade de habitats, apresentou uma maior
presenca de moluscos em trechos impactados como observado por Souza et al. (2006, 2008
e 2010) em levantamentos malacoldgicos realizados nos municipios de Mariana/MG,
Jaboatdo dos Guararapes e Goiana/PE. Moreno & Callisto (2006) também descrevem a
grande resisténcia dos moluscos coletados em ambientes poluidos. Na analise espacial a
maioria das bacias apresentaram pontos de baixa qualidade, usando como critério a
caracterizacdo dos habitats e presenca de moluscos, coliformes e E. coli. Essa analise teve
como excecao a bacia hidrografica de nimero 4.

Sabe-se que variaveis abidticas exercem uma grande influéncia sobre as populacgdes
de moluscos limnicos (BRASIL, 2008). Os resultados, embora sejam correspondentes
apenas a 3° coleta, apresentaram valores de pHs intermediarios entre 6,0 e 9,0 nos
ambientes amostrados. De acordo com Chapman & Kimstack. (1992) o pH da maioria das
aguas naturais esta entre 6,0 e 8,5. Nos ambientes com valores de pH baixo, proximos
ao pH 0, a ocorréncia se da em aguas com alto contetdo organico e nos valores de pH mais
altos, proximos ao pH 14, em aguas alcalinas (CHAPMAN & KIMSTACK 1992).
Silva et al. (2006), obtiveram resultados semelhantes e Brasil (2008) observaram que em
ambientes acidos (pH menor gue 5,6), os moluscos sdo incapazes de depositar calcio nas
conchas. O que demonstra uma “adequada” condi¢ao dos recursos hidricos e um ambiente
favoravel para a colonizacao da malacofauna limnica.

Na avaliacdo da temperatura da dgua foram obtidos valores entre 23,5°C a 33,2°C
que estdo préximos a temperatura ideal para o desenvolvimento dos moluscos, conforme
Barbosa, et al. (1994). Outro fator que poderia indicar uma condi¢do favoravel para a
colonizacao dos moluscos do género Biomphalaria para esses ambientes.

Durante as atividades de campo, outros paramentos da agua além do pH e da
temperatura foram avaliados, como o oxigénio dissolvido e a turbidez da 4gua. No entanto,
esses resultados ndo apresentaram a confiabilidade necessaria, devido ao modelo da sonda
de multiparametros Hydrolab que néo foi compativel no comprimento da coluna d’agua,
por ser maior, na maioria dos ambientes amostrados.

A respeito dos dados pluviométricos comparados com a malacofauna coletada, foi
observado um maior nimero de moluscos no periodo de seca (63,6%) em comparacéo ao
periodo de chuva (36,4%). Souza et al. (2006) e Giovanelli et al. (2001) obtiveram os

mesmos resultados com o maior numero de moluscos no periodo de seca e descreveram a
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dificuldade de encontrar os moluscos em periodos de chuva, devido ao efeito de arraste,
que dispersa as populacdes de moluscos para outras localidades.

A analise microbioldgica realizada no municipio evidenciou a presenca de
coliformes totais em 16 (100%) e de E. coli em 14 (82,4%) pontos com moluscos limnicos
e agua no periodo de coleta, o que mostra a frequente contaminacéo fecal em ambientes
com moluscos, inclusive com planorbideos suscetiveis a S. mansoni. Na analise espacial,
todas as bacias amostradas apresentaram ao menos um ponto de coleta com contaminacao
fecal. O ponto 23, regido do distrito Itapanhoacanga, ndo apresentou moluscos, mas foi
realizada a analise microbioldgica por ser muito frequentado para atividades recreativas e
por ter apresentado uma porcentagem de 13% das infec¢des totais na populacao, entre 0s
anos de 2017 a 2019. Os resultados desse ambiente apontaram presenga para ambos 0s
coliformes. Bezerra e colaboradores (2018) observaram resultados semelhantes tendo
72,7% de ambientes com coliformes fecais na regido nordeste do Brasil. Assim como
Gomes et al. (2018) que identificaram mais de 75% dos criadouros positivos para
coliformes fecais e E. coli no estado de Pernambuco. Em conjunto, estes resultados
indicaram a necessidade de melhorias no sistema de saneamento basico do municipio
estudado devendo, portanto, monitorar os ambientes utilizados pela populacdo e
complementar com medidas de educacao sanitaria.

Embora a investigagdo no municipio de Alvorada de Minas néo tenha detectado a
presenca de S. mansoni nos moluscos coletados, foram realizados experimentos
laboratoriais para verificar a possibilidade de manutencdo do ciclo do parasito no
municipio. Ward & Lewis (1988) observaram em campo, baixa infeccdo de Biomphalaria
por S. mansoni. Entretanto, em condicdes laboratoriais foi identificada uma alta
suscetibilidade nas geracOes subsequentes.

Na infecgdo experimental com a cepa LE de S. mansoni da UFMG, foi observado
que a geracdo F1 de B. glabrata de Alvorada de Minas apresenta alta suscetibilidade e
compatibilidade a esta cepa, além da baixa taxa de mortalidade, quando comparada com
grupo controle. Os experimentos mostraram uma baixa taxa de infecc¢do (15% a 20%) nos
moluscos mantidos durante décadas pelo laboratério da UFMG. Silva e colaboradores
(1994a) obtiveram 62% e 58% de suscetibilidade, em infeccdo experimental individual
com B. glabrata BH e do municipio de Gagé (MG), respectivamente, desafiados com 10
miracidios (LE). Souza et al. (1996) também observaram em experimentos laboratoriais,

utilizando como controle B. glabrata com esta mesma cepa (UFMG), uma taxa de infecgédo
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de 60%. Isso demonstra uma reducdo na taxa de infeccédo de B. glabrata da UFMG durante
a manutencdo laboratorial dos ultimos 20 anos.

Biomphalaria glabrata cepa Barreiro, provenientes do IRR, apresentaram na
infeccdo com a cepa LE da UFMG, apenas 50% de suscetibilidade. Contraditoriamente,
Teodoro et al. (2010) obtiveram 100% de infeccdo, utilizando B. glabrata (IRR) exposta a
10 miracidios da cepa LE (IRR) em condicGes controladas do ambiente. Varios fatores
podem ter contribuido para o resultado dessa infecgdo, entre elas a influéncia das condi¢des
ambientais ndo controladas (ROLLINSON, 2012; MITTA et al., 2017) e o polimorfismo
de compatibilidade entre as combinagdes simpatricas e alopatricas (LIMA et al., 2019 e
MITTA etal., 2017).

Apesar dos moluscos e cepas de S. mansoni (UFMG e IRR) serem de uma mesma
localidade (Barreiro/BH/MG), conversas com técnicos responsaveis pela criacdo dos
moluscos indicaram um manejo diferente nos moluscarios das duas instituices. Desta
forma, vérios fatores ao longo dos anos poderiam ter interferido na infectividade: (i)
manutengédo do ciclo com controle de temperatura e luminosidade realizado apenas pelo
IRR e (ii) utilizacdo de moluscos maiores de 1cm nas infecgdes realizadas pela UFMG,
enguanto que no IRR sdo utilizados moluscos com didmetro menores que 1cm.

Newton (1953) e Richards (1973) Niemann & Lewis (1990), demostraram a partir
de experimentos laboratoriais que moluscos B. glabrata jovens sdo mais suscetiveis do que
exemplares adultos, e assim como a idade, o tamanho também influencia na suscetibilidade
dos hospedeiros. No ciclo parasitario, as variaces de temperatura e luminosidade
interferiram diretamente na motilidade dos miracidios durante a infeccdo e no momento de
emissdo das cercarias (COELHO & BEZERRA, 2006). Faro et al. (2013) descreveram
a castracao parasitaria como alteracdo na funcgéo reprodutiva dos moluscos, com reducéo
ou por interrupcao completa da atividade ovipositdria. No entanto, sdo necessarios estudos
mais aprofundados para explicar os resultados divergentes e melhor compreensdo das
diferencas observadas.

Nos experimentos realizados, a geracdo F1 da populagédo de B. kuhniana também
foi desafiada, com 20 miracidios, mas sem sucesso ap6s 76 dias da exposi¢do e com 10%
de mortalidade. O mesmo foi observado por Floch e Fauran (1954) que mostraram a
resisténcia de B. kuhniana a infecgéo por S. mansoni.

Além da taxa de infec¢do, foi avaliada a quantidade de cercarias eliminadas por

molusco ao longo do tempo da infeccdo. No teste de compatibilidade com isolados de
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B. glabrata (pontos 6 e 9, localizados em Ribeirdo e Fazenda da Ponte, respectivamente)
os indices TCP/100 foram “extremamente compativeis” com a linhagem LE e 0s moluscos
da UFMG foram classificados como “ndo muito compativel”, conforme classificacao por
Frendsen. (1969). Os resultados obtidos por Souza e colaboradores (1995), mostraram que
a linhagem de B. glabrata proveniente do Barreiro, foi extremamente compativel para as
cepas LE, SJ e AL. A avaliacdo da compatibilidade permite definir o grau de importancia
epidemiolégica do municipio, pois a quantidade de cercarias eliminadas pode explicar os
indices da doenca em cada regido (REY, 2001). O ideal seria que esta avaliagdo seja feita
com cepa do parasito local, mas em nosso estudo ndo foram encontrados moluscos
eliminando cercarias de S. mansoni, por isso, optamos por fazer esta avaliacdo apenas com
a cepa LE disponivel em nosso departamento.

A partir das andlises espaciais foi possivel dimensionar a distribuicdo dos
exemplares de moluscos limnicos, compreender e predizer cenarios que possam ocorrer em
Alvorada de Minas, uma area de baixa endemicidade para esquistossomose. A maioria dos
pontos amostrados apresentaram um raio de 1000m de distancia entre eles, o que permitiu
agrupar diferentes ambientes para a definicdo das areas de riscos. Para pontuar o risco de
transmissdo de S. mansoni, assumindo as possibilidades de risco dos trés hospedeiros
intermediarios, presenca de outros moluscos, contaminacdo fecal e baixa qualidade do
habitat, foi feito um mapa de intensidade de Kernel, utilizando a variavel “Peso”. Através
deste foi possivel identificar sete areas de risco, quatro delas com pontos amostrais sem
Biomphalaria. Em geral, as bacias da regido oeste ndo apresentaram risco e das regides
sede, norte e leste do Rio do Peixe foram de maior risco. Gomes et al. (2019), também
agruparam os pontos amostrais com a distancia de 1km, em Pernambuco, e obtiveram
quatro focos de transmissdo da esquistossomose e cinquenta e quatro focos potenciais de
transmissdo. Em um outro estudo em uma regido urbana de Belém, Goveia e colaboradores
(2019) utilizaram um método adaptativo arame apenas na presenga de moluscos positivos
para S. mansoni, para uma abordagem de intervencdo mais imediata no controle da
esquistossomose, 0 que demonstra diferentes formas de caracterizar as areas de risco, a
partir do perfil epidemiolégico de cada estudo.

O mapa de risco buffer apresentou a distribuicdo dos moluscos Biomphalaria de
forma restrita aos recursos hidricos, sem extrapolar as diferentes bacias hidrograficas,
sendo identificados facilmente os quatorze pontos de area de risco, com as distancias de

500 e 1000m de distancia. Barbosa et al. (2015) utilizaram a mesma ferramenta para avaliar
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a distancia do foco e dos criadouros em relacéo as pousadas no bairro do municipio de
Porto de Galinhas/PE. No caso, a distancia aplicada em uma area urbanizada foi de 100 a
500m.

A interpolacgéo pelo método de Krigagem permitiu predizer a distribuicao potencial
de Biomphalaria com base nos dados de distribuicdo espacial das amostras com a presenca
das espécies. Ha4 maior probabilidade de encontrar espécies de Biomphalaria a leste do Rio
do Peixe e na sede municipal e menor probabilidade na regido oeste do Rio do Peixe.
Guimarées et al. (2009), utilizaram a Krigagem para realizar a predicdo de Biomphalaria
em cinco municipios da bacia do Rio S8o Francisco dos quais ndo haviam registros sobre
a malacofauna. Apoés a realizacao das coletas malacoldgicas os resultados corroboraram
com o0 mapa estimado. No entanto, Guimardes et al. (2012), utilizando 0s mesmos recursos
para predizer a distribuicdo de Biomphalaria no estado de Minas Gerais, ndo previram a
presenca dos trés hospedeiros intermediarios em Alvorada de Minas. O que demonstra a
necessidade de se realizar mais levantamentos malacologicos in loco para a compreensédo
da dindmica das populac6es nos diferentes municipios.

A Krigagem generaliza muito a distribuicdo potencial de Biomphalaria por nédo
considerar barreiras hidrograficas de dispersdo e por haver algumas regides néo
amostradas. No entanto, apresenta-se como ferramenta complementar na elaboracdo de
mapas que auxiliam no trabalho de campo, considerando os locais com maior probabilidade
de ocorréncia das espécies de moluscos hospedeiros intermediarios de S. mansoni.

A espacializacdo das comunidades ovo positivo tratados com PZQ no municipio
serviu para identificar a concentracdo de casos de esquistossomose nos Ultimos trés anos.
A utilizacdo destes dados é um fator essencial para a determinacdo das areas de risco, no
entanto, 0 acesso a eles se deu em periodo muito avancado deste trabalho. Por isso, a sua
utilizacdo em analises espaciais para determinar as areas de risco sera feita em trabalhos
futuro.

O Municipio de Alvorada de Minas € considerado uma area de baixa endemicidade
para a esquistossomose mansoni pela ocorréncia isolada de novos casos humanos a cada
ano. Um dos grandes desafios para o controle da esquistossomose no Brasil e dos
municipios como Alvorada de Minas é a criacdo ou aprimoramento de um método
diagnostico com maior sensibilidade, pois a baixa sensibilidade do método referéncia
(Kato-Katz) para as pequenas cargas parasitarias e/ou baixa prevaléncia, permitem

resultados falsos negativos que condicionam a manutencdo do ciclo do parasito. (DE
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VLASS & GRYSEELS, 1992; ENGELS et al., 1996; KONGS et al., 2004; NOYA et al.,
2006).

O presente estudo representa um modelo epidemiol6gico ambiental que pode ser
utilizado por outros municipios, com cenarios epidemiologicos semelhantes e que
apresentam dificuldades no controle e na transmissao da esquistossomose, gerado, talvez,
pela municipalizacéo do sistema de saude. Dessa forma, espera-se que os resultados obtidos
com o mapeamento das areas de risco possam direcionar os programas de politicas publicas
do Sistema Unico de Satde (SUS) a decidir as estratégias, permitindo-Ihes, por um lado,
limitar as areas do municipio que devem priorizar o saneamento, com a construcdo das
fossas sépticas, assim como o tratamento e as medidas preventivas para as possiveis areas

de transmisséo da esquistossomose.
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7. DIVULGACAO CIENTIFICA

Reconhecer a divulgacéo cientifica como uma ferramenta de comunicagéo social é
fundamental para levar os trabalhos das InstituicGes de Pesquisa a populacdo (MENDES,
2016). Em geral, o conhecimento cientifico fica restrito aos meios académicos, sendo
necessario que alguns cientistas invistam no desenvolvimento de alternativas e processos
que permitam ampliar o que denominam de alfabetizacdo cientifica para a populacéo
(ENK, 2007). Refletir sobre concepcBes de educacdo cientifica que estdo sendo
demandadas pela nossa sociedade, pode, de alguma forma, contribuir na transformacéo do
ensino cientifico em um dominio da ciéncia como préatica social (SANTOS, 2007).

Visando esclarecer aos escolares sobre a importéncia e os cuidados preventivos
guanto esquistossomose na area, foram ministradas palestras na Escola Estadual Daniel
Utsch da zona rural de Alvorada de Minas, com o intuito de conscientizar a populacao e
apresentar alguns resultados obtidos na pesquisa. Posteriormente, foram apresentadas as
conchas dos moluscos capturados no municipio e os helmintos de importancia médica
(figura 23, 24 e 25).
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Figura 23 — Ac¢des em educacdo em salde na Escola Municipal Daniel Utsch, zona rural de Alvorada de
Minas. Palestra educativa sobre os moluscos de Alvorada de Minas, Mestrando Paulo Ricardo Silva Coelho
(UFMG) a esquerda e o Pesquisador Cristiano Lara Massara (Fiocruz/IRR) a direita.
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Figura 24 — Acbes em educacdo em saude na Escola Municipal Daniel Utsch, zona rural de Alvorada de
Minas. (A) - Palestra educativa sobre parasitoses, Doutorando Roney Silva (UFMG); (B) - Apresentacéo e
exposicao dos parasitos na feira de ciéncias com o Pesquisador Cristiano Lara Massara e a Biéloga Stephanie
Santos Cabral (Fiocruz/IRR); (C) - Caixa malacoldgicas com os moluscos coletados em Alvorada de Minas.
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Figura 25 — Ac¢Bes em educagdo em salide na Escola Municipal Daniel Utsch, zona rural de Alvorada
de Minas - Material de divulgacdo da Escola.
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8. CONCLUSAO

O presente trabalho permite concluir que o municipio de Alvorada de Minas,
apresenta risco epidemiolégico para a esquistossomose mansoni, com a presenca de
B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea, assim como, pela presenca de ambientes
limnicos favoraveis como criadouros, contaminacdo fecal dos recursos hidricos e presenca
de pacientes infectados por S. mansoni.

Outra andlise que reforca o risco epidemiolégico, sdo os resultados dos
experimentos laboratoriais que demonstraram uma alta suscetibilidade dos moluscos de
Alvorada de Minas, espécie B. glabrata a infeccdo por S. mansoni. Outras infeccGes
experimentais, utilizados como controle, sugerem que a populagdo de B. glabrata,
provenientes do Barreiro mantidos na UFMG, desenvolveram uma reduzida
suscetibilidade a cepa LE de S. mansoni durante a infeccdo em laboratério nos
ualtimos 20 anos.

A avaliagdo epidemioldgica ambiental com o agrupamento dos dados
malacoldgicos, microbiolégicos e caracterizagdo ambiental (denominados como “peso”)
permitiu ampliar a forma de monitoramento da transmisséo da doenca, com a determinacéo
de areas em potencial para o risco, com ou sem a presenca dos hospedeiros intermediarios
de S. mansoni.

A anélise espacial mostrou ser um recurso eficiente para a compreensdo e
monitoramento da epidemiologia ambiental, no entanto, os dados coletados em campo
foram fundamentais para resultados mais préximos da realidade do municipio. Dados que
oportunizaram a identificacdo de novos registros malacoldgicos e da helmintofauna
associada.

Faz-se necessario a implementacdo do PCE no municipio para o aprofundamento
de estudos epidemioldgicos da populagéo e a criacdo de novos protocolos de investigacao,
com busca ativa, para o diagndstico precoce dos novos casos.

Embora Itapanhoacanga tenha casos de pacientes infectados, os dados de
epidemiologia ambiental ndo identificaram o distrito como uma area em potencial para o
risco. A atencdo epidemioldgica e a construcdo das fossas sépticas devem ser priorizadas
nas regides: leste (Ribeirdo), centro (Sede) e norte (Lambari) do municipio, devido ao

maior risco epidemioldgico nessas regides.
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10. APENDICE

10.1 Coordenadas geograficas dos pontos
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Coordenadas geograficas dos pontos amostrados (coletas em outubro 2019 a setembro de 2019)

Pontos Y X

1 -18,775347 -43,255115
2 -18,773126 -43,269246
3 -18,769079 -43,274478
4 -18,775162 -43,285402
5 -18,77955 -43,285942
6 -18,792883 -43,289729
7 -18,782394 -43,304917
8 -18,767941 -43,310669
9 -18,760984 -43,342033
10 -18,759874 -43,347945
11 -18,734675 -43,361932
12 -18,737719 -43,363778
13 -18,72919 -43,35961

14 -18,726603 -43,366976
15 -18,730363 -43,365636
16 -18,739273 -43,376002
17 -18,738765 -43,399084
18 -18,763129 -43,413238
19 -18,772121 -43,416606
20 -18,775455 -43,411393
21 -18,7717 -43,382915
22 -18,786255 -43,414093
23 -18,786737 -43,43758

24 -18,779173 -43,433332
25 -18,78412 -43,377884
26 -18,810227 -43,405844
27 -18,824348 -43,410041
28 -18,861554 -43,37286

29 -18,861616 -43,36834

30 -18,871856 -43,324716
31 -18,860062 -43,338068
32 -18,858279 -43,338465
33 -18,856991 -43,339102
34 -18,851628 -43,342895
35 -18,845515 -43,342152
36 -18,691075 -43,320853
37 -18,697598 -43,332415
38 -18,698119 -43,331233
39 -18,707207 -43,336425
40 -18,721655 -43,33313

41 -18,72545 -43,32192

42 -18,84855 -43,40276

43 -18,85699 -43,35052

44 -18,85517 -43,35067

45 -18,86981 -43,33417

46 -18,87037 -43,32331
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10.2 Teste de deteccao de coliformes totais e E.coli

Amostras do campo Deteccéo de coliformes totais Deteccdo de E. coli
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10.3 Mapas de Alvorada de Minas — Analise espacial

Legenda
Municipios e

@ Biomphalaria spp. presente

O Biomphalaria spp. ausente

Rio do Peixe
Rede hidrografica
- Urbano

- Mineragdo

Floresta

Campo
Outros usos do solo
/ SABINOPOUS

CCONCEICAO DO MATO DENTRO

DOM JOAQUIM

Figura 10.3A - Mapa de utilizagdo do solo.
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Figura 10.3B - Mapa de distribuicdo das areas com presenca de coliformes totais e E. coli. (Outubro

2018, fevereiro, marco, junho e setembro de 2019)
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Figura 10.3C - Mapa da analise de qualidade do habitat pelo protocolo de avaliacdo réapida da
diversidade de habitats (Outubro 2018, fevereiro, marco, junho e setembro de 2019).
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11. ANEXOS

11.1 Termo de Anuéncia

PREFEITURA MUNICIPAL DE ALVORADA DE MINAS
ESTADO DE MINAS GERAIS
CNPu. 18. 303.164/0001 - 53
SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE

Alvorada de Minas. 17 de abril de 2019

DECLARACAO DE INTERESSE E ANUENCIA

Prezado Prof. Stefan Geiger.

Em resposta a solicitagdo de parceria para o projeto de pesquisa intitulado
“MONITORAMENTO E CONTROLE DA ESQUISTOSSOMOSE MANSONI
EM AREA DE BAIXA ENDEMICIDADE EM MINAS GERAIS, BRASIL”,
conforme convite recebido em abril de 2019, informo que estamos a disposi¢io para
realizarmos o referido estudo. Colocamos nossa equipe do Departamento de Endemias e
Vigildncia Ambiental a disposigdo em apoio a equipe referida da UFMG e sob

coordenacdo do Prof. Stefan Michael Geiger.

Informamos que estamos de acordo com a realizagdo da pesquisa no municipio,
mantendo a perspectiva de que 0 mesmo ndo arcard com nenhum custo, seja material,
diarias e/ou equipamento, assim como os demais custos de exames necessarios para a

realizagdo do projeto.

Atenciosamente,

) e ) O

A"

Danilio Cléssio Ferreira
Secretario de Saude

Prefeitura de Alvorada de Minas, Minas Gerais

Av. José Madureira Horta, N© 51B, Centro. 39140.000. Alvorada de Minas.
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11.2 Convénio para a construciio da fossa séptica

O,

HSoverno Municipal de

ALVORADA

wome  DE MINAS

Plano de Trabalho
referente ao Convénio
de Saude entre a
Prefeitura Municipal de

Alvorada de minas e a ; -
Anglo American

}

u

Alvorada de Minas
9 de abril de 2018
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11.2 Convénio para a construcdo da fossa séptica

PREFEITURA MUNICIPAL DE ALVORADA DE MINAS
ESTADO DE MINAS GERAIS
CNPJ: 18 303164/0001 - 53

OFICIO N°108/19
SOLICITACAO/FAZ
SERVICO: SECRETARIA DE SAUDE

Alvorada de Minas 20 de setembro 2018
Prezado Sr

Cumprimentande o cordialmente venho através deste solicitar que seja
realizado um aditivo no Convénio da saide com a empresa Anlge American
para alteragdo da ficha do codigo orgamentario, que era 455 e 454, passou
para 475, e também solicitar a mudan¢a no plano de trabalho, no Item
Investimento, alterar ambuldncia Tipe B, para Ambulancia Tipo D, sem
aumento no valor do recurso destinado a aquisigac deste veiculo.

Sendo 0 que apresento para o momento e certo da solicitacdo supra,
renovo votos de estima e aprego.

(&

\Ss\) .‘}‘.;,‘\_,\-‘ L =N
Donilio Clessio Ferreira 22z
S etivio Munie. de Sadde

Danifo'Cléssioferreira

Secretario Municipal de Alvorada de Minas

llmo Sr
Jodo Evaldo Massahhud

Coordenador Médico da Anglo American
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11.2 Convénio para a construcao da fossa séptica

g PREFEITURA MUNICIPAL DE ALVORADA DE MINAS

CEP: 39140-000 - ESTADO DE MINAS GERAIS
Secretaria Municipal de Satde de Alvorada de Minas

Plano de Trabalho

Justificativa;

O presente documento trata se de uma parceria entre a Prefeitura Municipal de
Alvorada de Minas, através da Seccretaria Municipal de Satde, com a Empresa privada
Anglo Americam, com intuito de viabilizar recursos financeiros para serem investidos
especificamente na satide do municipio ¢, consequentemente, dos scus municipes. O
convénio acordado estd estipulado em 2 milhdes, sendo 1.542.000,00 que serd
repassado para o municipio conforme o plano de trabalho e 0 municipio terd um valor

de 458.000,00 utilizar em servigos prestados pelo 0 Consorcio{CISAME)

Objetivo Geral
e Promover o fortalecimento da sadde no municipio na Ateng@o Primdria 4 Saude

e na Média Complexidade
Objetivos especificos

¢ Garantir a populagfio acesso a procedimentos de médio e alto custos;

e Ampliar o laboratério municipal garantindo uma maior ¢ melhor condigdo de
realizacdo dos exames laboratoriais;

e Realizar aquisi¢do de veiculos para conduzir 0s usuérios nos tratamentos fora do
domicilio ¢ para servigos de urgéncia e emergéncia

e Garantir a populagdo atendimento médico de urgéncia e emergéncia na Unidade
Basica de saude, 40 h semanais com plantdo presencial ¢ semipresencial em
feriados ¢ finais de semanas durante 36 meses.

e Garantir atendimento especializado nas dreas de pediatria e ginecologia e
obstetricia durante 36 meses, com carga horaria de 4h semanais

e Garantir 86 familias vulnerdveis as condicdes de sancamento bdsico, nas

comunidades rurais. fossas sépticas, melhorando as condigdes de saneamento

dessas pessoas.




