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RESUMO
As colecGes biologicas constituem importante fonte de informacdes, propiciando
conhecimento e desenvolvimento cientifico. A Colecdo de Malacologia Médica (Fiocruz-
CMM) do Centro de Pesquisas René Rachou, localizada no Laboratdrio de Helmintologia e
Malacologia Médica (LHMM) conta atualmente com cerca de onze mil exemplares de
moluscos de importancia médica e veterinaria, principalmente os do género Biomphalaria.
Desde a década de 1990, o LHMM recebe moluscos de diversas regibes do Brasil e do
exterior e utiliza caracteres morfolégicos e/ou moleculares na identificagdo das espécies. Parte
do acervo ndo foi identificada por técnicas moleculares e em 332 pontos de coleta os
exemplares encontravam-se sem identificacdo. Assim, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar e retificar a identificacdo dos moluscos do género Biomphalaria presentes na Fiocruz-
CMM. Para isso o acervo foi separado em dois grupos: grupo I exemplares inseridos entre
1993 e 2002, com 620 pontos de coleta e 5.137 exemplares; grupo II: inseridos entre 2003 e
2009, com 464 pontos de coleta e 1.924 exemplares. A identificacdo especifica dos
exemplares do acervo foi realizada pela morfologia e/ou pela PCR-RFLP. Os resultados
foram agrupados em seis categorias: 1) dados corretos; 2) equivocos (classificados como
outra espécie); 3) adequacbes (espécie em sinonimia); 4) inconclusivos (mesma espécie com
perfis moleculares diferentes), 5) material degradado e 6) exemplares identificados pela
primeira vez (depositados sem identificacdo). No grupo |, 41,8% dos pontos de coleta os
exemplares estavam com dados taxondmicos corretos; em 2,1% tinham equivocos; em 0,8%
houve adequacdo; em 25,5% a identificacdo foi inconclusiva; em 1,9% estavam degradados
impossibilitando a identificacdo e em 27,9% foram identificados pela primeira vez. No grupo
I1, 70,7% dos pontos de coleta os exemplares estavam com dados taxonémicos corretos; em
5,6% tinham equivocos; em 10,1% a identificacdo foi inconclusiva; em 5,4% os exemplares
estavam degradados impossibilitando a identificacdo e em 8,2% foram identificados pela
primeira vez. Os equivocos ocorreram entre: B. peregrina e B. tenagophila (35,8%), B.
tenagophila e B. glabrata (20,5%), B. tenagophila e B. occidentalis (7,7%), B. peregrina e B.
intermedia (5,2%), B. intermedia e B. straminea (5,2%), B. amazonica e B. cousini (5,1%), B.
straminea e B. occidentalis (2,6%), B. straminea e B. oligoza (2,6%), B. prona e B. kuhniana
(2,6%), B. tenagophila e B. t. guaibensis (2,6%), B. straminea e B. glabrata (2,6%), B.
tenagophila e B. straminea (2,6%), B. peregrina e B. schrammi (2,6%), e B. peregrina e B.
straminea (2,6%). A adequacdo foi em virtude de B. obstructa e B. temascalensis serem
sinonimias de B. havanensis. Na categoria inconclusiva ficaram B. aff. straminea, B.
tenagophila oriundas da Argentina e B. peregrina. Estes dados demonstram a importancia da

utilizacdo de mais de uma técnica na identificacdo especifica e da boa preservacdo dos
X1V



exemplares do acervo. Estes dados foram utilizados para atualizar os livros de registro de
recebimento de moluscos, livro de tombo e a base de dados do CRIA. Estudos taxonémicos

serdo realizados com as espécies da categoria inconclusivos.
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ABSTRACT
The biological collections are an important source of information providing knowledge and
scientific development. The Medical Malacology Collection (Fiocruz-CMM) of René Rachou
Research Center located at the Laboratory of Medical Helminthology and Malacology
(LHMM) has currently about eleven thousand specimens of molluscs of medical and
veterinary importance, especially the genre Biomphalaria. Since 1990s, the LHMM receives
molluscs from various regions of Brazil and abroad and utilizes morphological and/or
molecular method for species’ identification. Part of the collection has not been identified by
molecular techniques and 332 collection points were unidentified. Thus, o objective of this
present study was assess and rectify the identification of the mollusks of genre Biomphalaria
of the Fiocruz-CMM. For this the collection was separated into two groups: group I:
specimens inserted between 1993 and 2002 with 620 collection points and 5.137 specimens;
group IlI: inserted between 2003 and 2009, with 464 collection points and 1.924 specimens.
The specific identification of specimens from the collection was performed by morphology
and/or PCR-RFLP. The results were grouped into six categories: 1) correct data, 2) errors
(classified as other species), 3) adjustments (species in synonymy), 4) inconclusive (same
species with different molecular profiles) 5) degraded material and 6) sample identified to
first time (deposited without identification). In group I, 41.8% of collection points were with
correct taxonomic data, 2.1% had errors; 0.8% was adjustment; 25.5% the identification was
inconclusive, 1.9% were degraded that was impossible to identify and 27.9% were first time
identified. In group 11, 70,7% of collection points the specimens were with correct taxonomic
data; 5,6% had errors; 10.1% was inconclusive, 5.4% of specimens were degraded making it
impossible to identification and 8.2% of specimens were first time identified. The errors has
occurred between: B. peregrina and B. tenagophila (35,8%), B. tenagophila and B. glabrata
(20.5%), B. tenagophila and B. occidentalis (7.7%), B. peregrina and B. intermedia (5.2%),
B. intermedia and B. straminea (5.2%), B. amazonica and B. cousini (5.1%), B. straminea and
B. occidentalis (2.6%), B. straminea and B. oligoza (2.6%), B. prona and B. kuhniana
(2.6%), B. tenagophila and B. t. guaibensis (2.6%), B. straminea and B. glabrata (2.6%), B.
tenagophila and B. straminea (2.6%), B. peregrina and B. schrammi (2.6%), and B. peregrina
and B. straminea (2.6%). The adjustment was from B. obstructa and B. temascalensis are
synonymy of B. havanensis. The inconclusive category was B. aff. straminea, B. tenagophila
from Argentina and B. peregrina. These data demonstrate the importance of using more than
one technique in taxonomic confirmation and the good preservation of specimens’ collection.
These data was utilized to update the books receive mollusks and data of CRIA. The studies

will continue in specimens of the inconclusive category.
XVI



1 INTRODUCAO

17



1.1 Colecdes Bioldgicas

As palavras colecado e colecionar originam-se do latim colligere, “reunir, juntar”, sendo
formadas por duas palavras, com: “com, junto” mais legere: “recolher, colher”, referindo-se ao
ato de escolher entre objetos para formar um conjunto com caracteristicas comuns (Origem da
Palavra, 2006).

As colecbes bioldgicas constituem-se no armazenamento ordenado de exemplares
mortos ou partes destes, devidamente preservados para estudos posteriores (Martins, 1994),
consistindo em fontes de informagGes que propiciam conhecimento, pesquisa,
desenvolvimento cientifico e inovacdo tecnoldgica. Os dados sobre distribuicdo geogréfica,
espacial e temporal relatam a historia natural das areas trabalhadas, constituindo importante
registro do local de origem das espécies coletadas (Vale, 2009). As informacdes bioldgicas
associadas aos dados climéticos, meteoroldgicos e edaficos sdo essenciais para compreender a
vida no planeta e projetar cenarios futuros, entendendo padrdes de mudancas da biodiversidade
e de seus impactos na sociedade. Os acervos subsidiam estudos, auxiliam na formacao de
recursos humanos, resgatam a biodiversidade e estabelecem conexdes entre diversas areas do
conhecimento, possibilitando o direcionamento de ac¢des e a tomada de decisdes (Vale, 2009).
Alem disso, as colec¢Bes bioldgicas também desempenham papel relevante na area de saude
publica, agropecudria e outros setores econdémicos, prevendo instalagdo e expansao de pragas
agricolas, doengas humanas e animais, possibilitando maior eficicia nas acdes de combate a
epidemias (Egler & Santos, 2006). No entanto, para que as informacdes das colecdes sejam
Uteis, deve-se promover o acesso aos dados solucionando problemas relacionados a qualidade
da informag&o taxonémica e garantindo a visibilidade dos acervos. Além disso, recomenda-se
que os espécimes recebam tratamento interdisciplinar apoiados por novas tecnologias como
biologia molecular e informatica para biodiversidade (Egler & Santos, 2006).

Nas ultimas duas décadas, vérias atividades de organizacdo, consolidagdo e
institucionalizacdo de colecBes bioldgicas ocorreram pelo mundo. Esse movimento teve inicio
no Rio de Janeiro, em 1992, na Conferéncia das Nac6es Unidas sobre Meio Ambiente, ECO-
92 ou Ri0-92, quando foi assinada a Convencdo sobre a Diversidade Bioldgica (CDB)
objetivando a conservacdo da biodiversidade, 0 uso sustentadvel de seus componentes e 0
direito soberano do Pais de origem sobre seus recursos biolégicos. A partir de entdo a
taxonomia passou a receber atencdo politica nunca antes observada (Samper, 2004) sendo
instituida a Iniciativa Global de Taxonomia (GTI, sigla em inglés) para fortalecer a pesquisa
cientifica e a troca de informacdes nesta &rea. Em 1996 na Conferéncia das Partes (COP),
6rgdo decisorio da CDB, o termo “impedimento taxondmico” relacionou as lacunas
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taxondmicas, tais como a falta de taxonomistas, curadores treinados, deficiéncias no
gerenciamento e conservacao da biodiversidade. Reconheceu ainda, que as colec¢des biologicas
ndo dispunham de recursos e infraestruturas necessarias aos estudos dos espécimes ou para a
sua expansdo. E em 1998, a Declaragcéo de Darwin elaborada por especialistas em taxonomia e
sistematica, obteve repercussdo mundial ao sublinhar a importancia das cole¢des bioldgicas
para a taxonomia e a necessidade de mobilizar as informacGes contidas nestes acervos para a
pesquisa e a politica (Samper, 2004).

Assim, devido principalmente a crise mundial da biodiversidade e a inser¢do do
Brasil nas politicas internacionais de meio ambiente, foi observado um significativo
incremento nas acgdes relacionadas as colecdes bioldgicas brasileiras por parte de areas
especificas do governo (Marinoni & Peixoto, 2010). Em 1994 foi instituida a Comissao
Nacional de Biodiversidade (Conabio) no Ministério do Meio Ambiente (MMA), responsavel
pela Politica Nacional da Biodiversidade e por implementar os compromissos assumidos pelo
Brasil junto a CDB. Houve um modesto crescimento da participacdo do governo em
disponibilizar recursos para modernizar e adequar a infraestrutura e informatizar dados
contidos nos acervos de algumas colec¢Ges bioldgicas. Somente a partir de 2005-2006, com a
elaboracdo do documento “Diretrizes e Estratégias para a Modernizacdo de Colec¢des Bioldgica
Brasileiras e a Consolidacdo de Sistemas Integrados de Informacdo sobre Biodiversidade”
(Egler & Santos, 2006) pelo Ministério da Ciéncia e Tecnologia (MCT), tracando um plano
com ac0Oes de curtissimo (até 5 anos) e curto (até 10 anos) prazos, as acdes e investimentos
tornaram-se notaveis (Marinoni & Peixoto, 2010). Em 2008 0 MMA publica uma deliberacéao
da Conabio apoiando a consolidagdo das Colec¢des Bioldgicas e a formacéo de taxonomistas e
curadores capacitados, através da criacdo da Camara Técnica Permanente (CT), composta
pelos Ministérios do Meio Ambiente (MMA), da Ciéncia e Tecnologia (MCT), da Educacao
(MEC); as Sociedades Brasileira de Zoologia (SBZ), Boténica do Brasil (SBB), Brasileira de
Microbiologia (SBM) e, ainda, Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (Ibama), Empresa Brasileira de Pesquisas Agropecuarias (Embrapa) e Fundacéo
Oswaldo Cruz (Fiocruz).

A Fiocruz iniciou a consolidacdo e institucionalizagdo das suas cole¢Bes bioldgicas
criando, em 2006, o “Forum Permanente de Colec¢des Bioldgicas da Fiocruz” que contou com
representantes de todas as unidades da Fiocruz, que possuiam cole¢des, com o objetivo de
discutir e formular propostas politicas institucionais para o desenvolvimento das Colecbes
Bioldgicas da Fundacdo. Em 2007 foi concluido o “Documento Institucional para o
Desenvolvimento de Politica de Colec¢Bes Bioldgicas na Fiocruz”, propondo a definicdo de

estratégias de apoio as Colecdes Bioldgicas da Fundacdo. Foi elaborado um questionario de
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fundamental importancia para identificar, avaliar e obter um diagndstico da real situagdo das
colecdes bioldgicas da Fiocruz. A partir deste questionario foram definidos os critérios
minimos que deveriam ser observados para a institucionalizacdo das colecfes: realizacdo de
atividades de preservacao, deposito, identificacdo, capacitacdo de recursos humanos, possuir
curadoria, realizar o registro de procedimentos, arquivamento dos documentos além de possuir
recursos humanos e infra-estrutura adequada (anexol). Em 2008, no primeiro “Encontro de
Curadores de ColecBes Bioldgicas da Fiocruz” debateu-se sobre legislacdo aplicada as
atividades de cole¢des biologicas, a uniformizacdo dos procedimentos de gerenciamento e a
garantia da qualidade dos acervos, além de propor o “Manual de Organizacdo de Cole¢des
Biologicas da Fiocruz”, aprovado atraves da portaria 327/2010 (anexo 2). Em 2009, aravés da
portaria 555/2009, foi oficializada a Camara Técnica das ColecBes Bioldgicas da Fiocruz
(anexo 3), com o objetivo de discutir e formular propostas norteadoras das politicas
institucionais relacionadas ao desenvolvimento das cole¢des bioldgicas da Fiocruz. Em 2011
foi formalizado o reconhecimento institucional das ColecGes Biologicas da Fiocruz pela
portaria 526/2011(anexo 4). Ainda em 2011, ocorreram o “Encontro das Cole¢des Bioldgicas
da Fiocruz: Desafios e Perspectivas” e o “lI Encontro Mineiro de Colecbes Biologicas”. O
primeiro, com foco principal no sistema de qualidade voltado para cole¢des, macroprojetos
que contemplassem colecdes bioldgicas e Centros de Recursos Bioldgicos (CRB), implantacao
do Sistema de Informacdo de Colecdes de Interesse Biotecnoldgico (SICol) e utilizagdo da
rede SpeciesLink em todas as colecGes, objetivando a disponibilizacdo das informacdes a toda
comunidade cientifica interessada, sejam pesquisadores, professores, técnicos ou estudantes. O
segundo, com o objetivo principal de “conhecer, divulgar e fortalecer as cole¢des bioldgicas de
Minas Gerais”.

Quatro colecBes bioldgicas da Fiocruz estdo localizadas no Centro de Pesquisa René
Rachou (CPgRR): Colecdo de Flebotomineos (Fiocruz-COLFLEB), Colecdo de Vetores da
Doenca de Chagas (Fiocruz-COLVEC), Colecdo de Malacologia Médica (Fiocruz-CMM) e
Colecédo de Culicideos. As trés primeiras possuem reconhecimento institucional, enquanto a
ultima esta sendo adequada segundo o “Manual de Organizacdo de ColecGes Biologicas da
Fiocruz” para posterior reconhecimento.

O acervo da Fiocruz-COLFLEB teve inicio em 1953 e atualmente possui cerca de
90.000 exemplares distribuidos em 320 espécies. Os exemplares sdo provenientes da
Argentina, Belize, Bolivia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica, Cuba, Equador, Estados Unidos,
Guiana Francesa, México, Panama, Peru, Republica Dominicana e Venezuela, originados de
coletas, doagdes e permutas. Parte desta colegcdo consiste na “Colecdo Padrédo” com 670 tipos

entre holdtipos, alotipos, paratipos, plesiotipos, cotipos, topétipo, homeotipo, sintipo e
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nedtipos armazenados em bandejas, em um armario de ago; os demais exemplares sdo
acondicionados em caixas de madeira e organizados em prateleiras. Constam ainda nove
especies de flebotomineos fdsseis provenientes da Republica Dominicana e 55 espécies do
Velho Mundo, tornando esta cole¢cdo uma das mais importantes do mundo e certamente a mais
completa em namero de espécies (http://www.splink.org.br). A Fiocruz-COLVEC teve inicio
em 1996, a partir da doacdo da colegédo particular do Dr. Hélio Espinola, iniciada em 1973, e
atualmente € depositaria de aproximadamente 4.400 exemplares de 57 espécies de
triatomineos. Os exemplares sdo provenientes da Argentina, Brasil, Bolivia, Colémbia,
Equador, México, Peru, Estados Unidos, Uruguai e Venezuela e, ainda, cerca de 100
exemplares de outros Heteroptera do Brasil, além de partes de cerca de quinhentos
triatomineos (asas, patas e cabecas). Os exemplares sdo originados de doacBes de outras
instituicdes ou de colegcbes bioldgicas particulares e, ainda, do servico de referéncia em
triatomineos, sendo também utilizados em estudos de taxonomia e sistematica
(http://www.splink.org.br). A colecdo de culicideos consta de um acervo biologico de 38.257
especimes de alados, representados por 390 espécies e 19 géneros das subfamilias Anophelinae
e Culicinae, provenientes das Regides Neotropical, Neartica, Etidpica e Paleartica. Constam
ainda genitalias masculinas, larvas montadas em laminas e uma quantidade consideravel de
alados ndo montados acondicionados em caixas de papeldo (algumas com 100 anos de idade),
constituindo um acervo bioldgico vasto e precioso. O acervo desta colecdo teve inicio a cerca
de 100 anos, no Rio de Janeiro, e estava inativo desde 1990 retornando as atividades em 2010.

A Fiocruz-CMM é descrita logo abaixo.

1.1.1 A Colecéo de Malacologia Médica (Fiocruz-CMM)

A Fiocruz-CMM esta localizada no Laboratério de Helmintologia e Malacologia
Médica (LHMM), do CPgRR, Fiocruz/MG. Esta colecdo estd de acordo com as Instrucgdes
Normativas do Ibama (IN) n° 154, de marco de 2007, que fixa normas sobre a realizacdo das
atividades de coleta, transporte, recebimento e intercambio de material bioldgico. Também se
enquadra aos termos do “Manual de Organizacdo de Cole¢des Bioldgicas da Fiocruz”, com o
objetivo de integrar e coordenar as atividades desenvolvidas pelas colecdes institucionais. De
acordo com a Resolucdo n.° 21 do MMA, de agosto de 2006 (anexo 5), a Fiocruz-CMM fica
dispensada de obter autorizacdo junto ao Conselho de Gestdo do Patrimdnio Genético
(CGEN), o qual afirma que as seguintes atividades ndo se enquadram ao conceito de acesso
ao patrimonio genético: elucidar a historia evolutiva de uma espécie ou grupo taxonémico,
estudar a diversidade genética de populacdes, realizar pesquisas epidemioldgicas e identificar

agentes etioldgicos de doencas.
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A Fiocruz-CMM possui aproximadamente onze mil exemplares de moluscos
provenientes da Alemanha, Franca, Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Colémbia, Costa Rica,
Cuba, Equador, México, Paraguai, Republica Dominicana, Uruguai e Venezuela. O acervo é
composto por representantes do género Physa Draparnaud, 1801; Drepanotrema Fischer &
Crosse, 1880; Helisoma Swainson, 1840; Melanoides Olivier, 1804; Lymnaea Lamarck, 1799
e Biomphalaria Preston, 1910. Nestes dois Ultimos géneros encontram-se, respectivamente, 0s
hospedeiros intermediarios, no Brasil, dos trematddeos Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758) e
Schistosoma mansoni Sambon, 1907, agentes etioldgicos da fasciolose hepéatica e da
esquistossomose mansoni. Esta colecdo esta diretamente relacionada com as atividades de
pesquisa e Servico de Referéncia em Esquistossomose do LHMM sendo constituida, em sua
maioria, por moluscos do género Biomphalaria.

O acervo desta colecéo teve inicio em 1993, quando o LHMM comecgou a receber
moluscos provenientes de varias localidades para identificacdo morfoldgica especifica e
exames de infeccdo por trematodeos. Concomitantemente, grande avango nas técnicas de
biologia molecular foi observado durante a década de 1990, sendo o estudo dos hospedeiros
intermediarios do S. mansoni alavancado com a vinda do biologista molecular Dr. Andrew J.
G. Simpson para 0 CPgRR, que colaborou com um projeto pioneiro no estudo do género
Biomphalaria. De fato a equipe do LHMM foi a primeira a utilizar a PCR no estudo destes
moluscos (Carvalho et al., 2008 a), desenvolvendo e padronizando ferramentas moleculares, o
que resultou na publicacdo de diversos trabalhos cientificos (Vidigal et al.,1994; Vidigal et al.,
1996; Vidigal et al., 1998a; Vidigal et al., 1998b; Vidigal et al., 2000a; Vidigal et al., 2000b;
Vidigal et al., 2001; Vidigal et al., 2002 e Vidigal et al., 2004; Caldeira et al., 1998; Caldeira
et al., 2000; Caldeira et al., 2004 e Caldeira et al., 2001; Spatz et al., 1998; Spatz et al., 1999 e
Spatz et al., 2000).

Em 2003, o LHMM foi reconhecido como Referéncia Nacional em Esquistossomose,
desenvolvendo atividades de exame e identificacdo de moluscos do género Biomphalaria
(portaria 162/2003, em 23/07/2003, anexo 5). A partir deste ano o LHMM passa a receber
moluscos do género Biomphalaria oriundos de diferentes servi¢os de satde do Brasil, sendo 0s
dados da distribuicdo, identificacdo e infeccdo dos moluscos utilizados pela Geréncia do
Programa de Controle da Esquistossomose (PCE) da Secretaria de Vigilancia em Salde do
Ministério da Saude (MS) para subsidiar programas de controle desta doenca. Desde entéo, as
técnicas de biologia molecular passaram a ser utilizadas na rotina de trabalho do LHMM
sempre que a identificacdo morfoldgica fosse inconclusiva.

Assim, os moluscos do género Biomphalaria que chegam ao LHMM sdo encaminhados

ao moluscério “Lobato Paraense” para exame de infec¢do por trematddeos, conforme descrito
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por Souza e Lima (1997). Posteriormente, cinco exemplares de cada ponto de coleta retornam
ao LHMM onde séo fixados (Paraense, 1976, com adaptacGes) e separados em trés partes:
concha (fixado a seco em algod&o), corpo (em frascos com fixador Raillet-Henry) e fragmento
da regido cefalopodal, backup genético (em tubos de polietileno e criopreservado a
temperatura de 70°C negativos) (figura 1). Estas trés partes recebem a mesma codificacdo
numérica e passam a pertencer ao acervo da Colecéo, tendo seus codigos registrados no Livro
de Registro de Recebimento de Moluscos e no programa Excel (livro de tombo). Nestes
documentos séo inseridos as seguintes informacdes: codigo do molusco, data do recebimento
do molusco, dados do ponto de coleta (cidade, estado, pais, criadouro, data da coleta,
coordenadas geogréaficas), resultado do exame para infeccdo por trematddeo, dados
taxonémicos (ordem, familia, género, espécie, subespécie), responsavel pela identificacdo
morfoldgica e molecular, nimero da gaveta onde serdo acondicionados e nimero de protocolo
de recebimento. Dois exemplares por ponto de coleta sdo utilizados na identificacdo
morfologica e os demais exemplares do ponto tém a identificacdo inserida, recebendo o
mesmo nome especifico dos exemplares identificados. Quando a identificacdo morfologica €
inconclusiva, técnicas moleculares sdo utilizadas para auxiliar na identificacao.

Em caso de moluscos pertencentes a outro género, estes séo encaminhados diretamente

ao LHMM e, quando de interesse do mesmo, inseridos no acervo da Fiocruz-CMM (figura 2).
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Figura 1: Esquema de sacrificio e fixacdo dos moluscos do género Biomphalaria (Carvalho et al.,
2008c, modificado)
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Figura 2: Fluxograma da Colecdo de Malacologia Médica (Fiocruz-CMM)

A partir de 2008 a colecdo passou a contar com um bolsista de apoio técnico que
reorganizou o acervo e iniciou a manutencdo periodica dos exemplares, atualizacao do livro de
tombo, digitacdo dos dados do acervo no programa SpeciesBase com a disponibilizacdo na
rede specieslink (http://splink.cria.org.br) gerenciada pelo Centro de Referéncia em
Informacdo Ambiental (CRIA).

Atualmente, a Fiocruz-CMM possui cerca de 11.000 exemplares, entre estes estdo 0s
exemplares tipo da espécie Biomphalaria edisoni Estrada et al., 2005. Os moluscos encontram-

se em uma sala propria e sdo mantidos em armarios deslizantes providos de gavetas
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especialmente desenhadas para receber os dois vidros de cada exemplar (corpo e concha)
(figura 3).

Figura 3: Colecéo de Malacologia Médica (Fiocruz-CMM). A- armarios; B- gaveta aberta
1.2 O género Biomphalaria

As especies do género Biomphalaria encontram-se no filo Mollusca, classe
Gastropoda, subclasse Pulmonata, ordem Basommatophora e familia Planorbidae. Apresentam
concha discoidal em espiral plana (planispiral), com os lados aproximadamente paralelos,
orificios genitais localizados do lado esquerdo do corpo e um par de tentaculos finos e longos.
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O termo Biomphalaria vem do latim bis: duas vezes e do grego omphalos: umbigo, em
referéncia ao aprofundamento do giro central dos dois lados da concha. Os giros das conchas
sdo esculpidos com estrias de crescimento e a abertura varia de acordo com a espécie. Possuem
hemolinfa vermelha devido a presenca de hemoglobina (Paraense, 1975a).

Este género possui importancia epidemiolédgica por conter hospedeiros intermediarios
do S. mansoni agente etioldgico da esquistossomose mansoni. Essa doenca € considerada
endémica em vasta extensao do territorio nacional e um grave problema de satde publica por
acometer milhdes de pessoas e causar formas graves, podendo levar ao 6bito. A presenca dos
hospedeiros intermediarios constitui condicdo necessaria e indispensavel para que se
desenvolva o ciclo do parasita e 0 estudo destes hospedeiros é importante para que se possa
interpretar corretamente o papel que possuem na transmissao da doenca e orientar medidas de
controle adequadas a cada localidade (Brasil, Ministério da Saude, 2008).

Estes moluscos s&o hermafroditas. Em condigbes naturais se reproduzem
preferencialmente por fecundacdo cruzada aumentando a variabilidade genética, entretanto
quando criados isoladamente sdo capazes de reproduzir por autofecundacdo. Desta forma, um
unico exemplar é capaz de originar nova col6nia (efeito fundador) tornando-se o elo entre as
populacdes precedentes e subsequientes e, concentrando neste Unico exemplar todas as
caracteristicas genéticas que formardo a estrutura genotipica da nova populacdo (Paraense,
1955 e Paraense et al., 1955). Podem colonizar grande variedade de cole¢des de agua doce,
podendo ser encontrados em agua parada ou de correnteza inferior a 30 cm/s, lagos naturais ou
artificiais, margens de lagoas, brejos, pocos, valas e pantanos com a temperatura media entre
20°C e 25°CepHentre6a8.

1.2.1 Importancia epidemioldgica de moluscos do género Biomphalaria

A tabela 1 lista 27 espécies e uma subespécie de moluscos do género Biomphalaria
distribuidas na America do Sul, Caribe, América Central, sul dos Estados Unidos da América e
Africa, sendo que algumas delas podem estar em sinonimia (Jarne et al., 2011; Mandahl-Barth,
1957; Malek, 1985; Brown, 1994 e Paraense, 2004).

Entre as espécies encontradas na América do sul somente B. glabrata (Say, 1818), B.
straminea (Dunker, 1848), B. tenagophila (Orbigny, 1835) e B. prona (Martens, 1873) foram
encontradas naturalmente infectadas pelo S. mansoni, enquanto, B. amazonica Paraense,
1966a, B. peregrina (Orbigny, 1835), B. havanensis (Pfeiffer, 1839), B. helophila (Orbigny,
1835), B. sericea (Dunker, 1848) e B. cousini Paraense, 1966a sdo consideradas hospedeiras
em potencial (Corréa & Paraense, 1971; Paraense & Corréa, 1973 Richards, 1963; Michelson

,1976; Yong et al., 2001 e Teodoro et al., 2010).
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B. glabrata é o mais importante hospedeiro intermediério de S. mansoni nas Américas
tanto pelo grau de compatibilidade parasito-hospedeiro, que facilita a infeccéo e eliminacéo de
um ndmero elevado de cercarias (Souza et al., 1995), quanto pela sua extensa distribuicéo
geogréfica (Paraense, 2008). Biomphalaria straminea possui ampla distribuicdo no territorio
brasileiro (Carvalho et al., 2008b) e adaptacdo a diversos tipos de climas (Paraense, 1972).
Estudos com esta espécie revelaram taxas de infeccdo natural inferiores a 1% (Barbosa &
Coelho, 1956) e taxas de infeccdo experimental de até 4% (Barbosa & Figueiredo, 1970), no
entanto, Paraense & Corréa (1963) encontraram taxas de infeccdo humana superiores a 50%
em localidades onde havia apenas esta espécie, demonstrando que apesar de apresentarem
baixas taxas de infeccdo no campo e experimentalmente, B. straminea € capaz de manter
elevadas taxas de infeccdo humana (Souza et al., 1995). No Brasil, B. tenagophila é
encontrada em larga faixa costeira desde o sul da Bahia até o Rio Grande do Sul (Carvalho et
al., 2008b), possuindo importancia epidemioldgica na transmissdo de S. mansoni nos estados
da regido Sul e Sudeste, sendo responsavel pela maioria dos casos autoctones de
esquistossomose nos estados de Sdo Paulo e Santa Catariana, além de focos isolados em Minas
Gerais e Rio de Janeiro (Paraense, 1986). Biomphalaria prona foi encontrada naturalmente
infectada com S. mansoni, uma Unica vez, na Venezuela, onde é amplamente distribuida, mas
devido ao seu baixo grau de suscetibilidade parece ndo desempenhar papel importante na
transmisséo da doenca (de Noya et al., 1999).

O conhecimento da distribuicdo das espécies hospedeiras é importante na delimitacao
das regides com risco de introducdo ou expansdo da esquistossomose, além de contribuir com
0s servicos de salde no aperfeicoamento ou estruturacdo das atividades de controle e
vigilancia da esquistossomose, direcionando a¢des e economizando recursos (Carvalho et al.,
2008b). A extensa distribuicdo dos hospedeiros intermediarios de S. mansoni no Brasil confere
a esquistossomose carater expansivo mesmo em areas consideradas indenes (Carvalho et al.,
1988; Carvalho et al.,1998).
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Tabela 1: Moluscos do género Biomphalaria, distribuicdo geogréfica, status de suscetibilidade a infeccdo pelo Schistosoma mansoni e didmetro
maximo da concha

.~ Complexos de S ce Suscetibilidade le'mjetro
Espécie o Distribuicdo geogréfica . méaximo da
espécies ao S. mansoni
concha
B. schrammi (Crosse, 1864) Guiana Francesa, Guadalupe e Brasil NS 7 mm
B. peregrina (Orbigny, 1835) Equgdor_, Bolivia, Chile, Brasil, Paraguai, Peru, Uruguai, Argentina e SE 16 mm
Coldémbia
B. oligoza Paraense, 1974 Bolivia, Brasil e Argentina NS 11 mm
B. orbignyi Paraense, 1975b Argentina e Uruguai NS 16 mm
Peru, Cuba, Costa Rica, Guatemala, Belize, Haiti, México, Saint Thomas,
B. helophila (Orbigny, 1835) Costa Rica, El Salvador, Republica Dominicana, Porto Rico, Barbados e SE 7 mm
Nicaragua
B. havanensis (Pfeiffer, 1839) Haiti, Porto _Rlco, Venezuela, Estados Unidos, México, Guatemala, El SE 10 mm
Salvador, Belize, Cuba
B. pallida (Adams, 1846) Jamaica, Cuba Sl 10 mm
B. andecola (Orbigny, 1835) B. andecola Bolivia, Peru e Chile Sl 22 mm
B. prona (Martens, 1873) B. andecola Venezuela SUSC 11 mm
B. subprona (Martens, 1899) B. andecola México e Guatemala Sl 5mm
B. edisoni Estrada et al., 2005 B. andecola Coldmbia Sl 11 mm
B. nicaraguana (Morelet, 1851) B. andecola Nicaragua Sl 10 mm
B. tenagophila (Orbigny, 1835) B. tenagophila g\c:ggcr:;lgg, Paraguai, Uruguai, Brasil, Peru, Bolivia e Republica Democratica SUSC 35 mm
B. occidentalis Paraense, 1981 B. tenagophila Brasil, Paraguai e Argentina NS 35 mm
B. tenagophila guaibensis B. tenagophila Brasil, Uruguai e Argentina NS 21 mm
Paraense, 1984
B. cousini Paraense, 1966a Equador, Brasil SE 8 mm

28



B. amazonica Paraense, 1966a Brasil, Bolivia e Coldmbia SE 9 mm

Venezuela, Suriname, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Brasil, Paraguali,
B. straminea (Dunker, 1848) B. straminea Argentina, Dominica, Granada, Guadalupe, Martinica, Republica SUSC 15 mm
Dominicana, Trinidad, Uruguai, Costa Rica,China

B. kuhniana (Clessin, 1883) B. straminea Suriname, Brasil, Venezuela, Panaméa e Colémbia NS 10 mm

B. intermedia . . .
Paraense & Deslandes, 1962 B. straminea Brasil e Argentina NS 12 mm
Antigua, Brasil, Curacau, Dominica, Egito, Guadalupe, Guiana Francesa,

Haiti, Ilhas Saint Kitts, Martinica, Montserrat, Nigéria, Porto Rico, Republica

B. glabrata (Say, 1818) Dominicana, Saint Martin, Santa Lucia, Sao Cristdvao, Suriname, Venezuela, SUSC 40 mm
Vieques

B. alexandrina (Ehrenberg, 1831)  B. alexandrina Egito, Suddo, Uganda, Etiopia, Quénia, Tanzania, Zaire, Zambia SUSsC 15 mm

B. sudanica (Martens, 1870) B. alexandrina Sudao, Uganda, Etidpia, Quénia, Tanzania, Zaire, Zambia SUSC 17 mm

B. camerunensis (Boettger, 1941) Mongongo, Camardes, Gana, Nigéria, Republica Centro-Africana, Zaire SUSC 20 mm

Africa do Sul (localidade-tipo); Argélia, Angola, Botsuana, Camardes, Chade,
Congo, Daomé (atual Benin), Etiopia, Gabdo,Gambia, Gana, Guiné, Libéria,
B. pfeifferi (Krauss, 1848) Libia, Madagascar, Malaui, Mocambique, Nigéria, Quénia, Republica Centro- SUSC 17 mm
Africana, Rodésia, Senegal, Serra Leoa, Somdlia, Suazilandia, Suddo,
Tanzénia, Transvaal, Uganda, Zaire, Z&mbia, Chade, Ruanda

B. angulosa Mandahl-Barth, 1957 Tanzania, Malaui, Z&mbia Sl 18 mm
B. sericea (Dunker, 1848) Equador SE 16 mm
B. trigyra (Philippi, 1869) Peru e Equador NS 14 mm
B. equatoria (Cousin, 1887) Equador Sl 18 mm

As espécies estdo listadas conforme relacionamento filogenético das mesmas (DeJong et al., 2001; Teodoro et al., 2009; Jarne et al., 2011), exceto as
ultimas quatro espécies para as quais este relacionamento é desconhecido. As espécies brasileiras estdo em destague.
Legenda: SUSC - Susceptivel; SE - Susceptivel experimentalmente; NS - N&o susceptivel; SI - Sem informagé&o.
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1.2.2 Taxonomia dos moluscos do género Biomphalaria

A identificacdo morfoldgica dos moluscos deste género baseia-se nos trabalhos de
Paraense (1966a, 1966b, 1975a, 1981, 1984, 1988, 1990 e 1996), Deslandes (1951), Paraense
e Deslandes (1957, 1958a, 1958b) e Estrada et al. (2005) nos quais sdo feitas referéncias ao
método de dissec¢do e exame das caracteristicas morfoldgicas utilizadas para a identificacao,
tais como: comparacdo morfoldgica dos caracteres da concha, radula, sistema excretor e

aparelho reprodutor feminino-masculino (figura 4).

Tmm

Figui C Representacdo esquematica da concha, radula e érgéos genitais.

A) Concha de Biomphalaria sp, B) radula: dentes laterais trictspides (1), dente central
bicuspide (2), e C) esquema do sistema genital de Biomphalaria glabrata: ot-ovoteste, cc-
canal coletor do ovoteste, od-ovispermiduto, vs-vesicula seminal, eg-encruzizilhada genital ou
Carrefour, ce-canal espermatico, p-préstata, cd-canal deferente, bp-bainha do pénis, mr-
musculo retrator do prepucio, mp-musculo protrator do prepucio, pr-prepucio, ov-oviduto, bo-
bolsa do oviduto, gn-glandula nidamental, ut-Gtero, e-espermateca, bv-bolsa vaginal, va-
vagina (Paraense, 1986, adaptada).
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Entre os aspectos relacionados a caracterizacdo morfologica especifica dos
planorbideos um dos mais importantes € a habilidade do investigador em dissecar os moluscos
e caracterizar as espécies em funcéo das diferengcas morfologicas (Paraense, 1975a; 1981; 1984
e 1988). Entretanto, a identificacdo as vezes é dificultada pela variacdo observada nesses
caracteres e nos 6rgdos dotados de tecido muscular, devido ao seu estado de distensdo no
momento da fixacdo (Paraense, 1975a) e, ainda, pelo pequeno tamanho de alguns exemplares,
dificultando a disseccdo. Associado a este fato, coldnias reconstruidas por autofecundacdo a
partir de um dnico individuo podem originar populagdes com caracteristicas proprias e
pequena variacao individual. Paraense (1966b) ressalta que, em virtude de algumas espécies
ocuparem ambientes diversificados, apresentam uma grande variacdo morfoldgica
intraespecifica. Em relacdo as conchas, sabe-se que essas sofrem a acdo do ambiente, estando
também sujeitas a variacgdes, principalmente na coloracdo (Paraense, 1961a).

As dificuldades relacionadas a identificacdo especifica com base na morfologia
incentivaram a utilizacdo de métodos moleculares como ferramenta auxiliar. De fato, devido as
semelhancas morfologicas entre B. straminea, B. kuhniana e B. intermedia Paraense (1988)
prop6s o0 agrupamento destas espécies no complexo B. straminea. Além disso, B. intermedia,
do latim “intermedius” apresenta alguns caracteres anatdmicos comuns a B. peregrina e B.
straminea (Paraense & Deslades 1962). Posteriormente, Caldeira et al. (1998) estabeleceram
perfis moleculares para estas quatro espécies, no intuito de facilitar a identificacdo das
mesmas. Spatz et al. (1999) agruparam as espécies B. tenagophila, B. t. guaibensis e B.
occidentalis no complexo B. tenagophila por serem indistinguiveis pelos caracteres da concha,
pela maioria dos 6rgédos genitais e por apresentarem perfis moleculares bastante semelhantes
entre si. Outras duas espécies muito semelhantes sdo B. peregrina e B. oligoza, nas quais a
principal caracteristica distintiva é a presenga de pequeno nimero de diverticulos prostaticos
em B. oligoza em relacdo a B. peregrina (Paraense, 1974; 1975a). Além disso, Spatz et al.
(2000) estudando morfolégica e molecularmente essas duas espécies e B. orbignyi
encontraram perfis moleculares muito semelhantes entre as duas primeiras, utilizando seis
enzimas de restricdo. H& ainda muita semelhanca entre B. orbignyi e B. havanensis (Yong et
al., 1995 e Yong & Perera, 1989). Paraense (1966b) relata que B. havanensis e B. peregrina
sdo separados apenas por diferencas da radula. Biomphalaria cousini e B. amazonica também
apresentam muita semelhanca morfoldgica, sendo, por este motivo, descritas no mesmo artigo
por Paraense (1966a) e sendo a principal diferenga morfolégica o formato da bolsa vaginal.

A identificacdo molecular ndo menospreza ou substitui os dados morfol6gicos, mas

auxilia a morfologia quando esta ndo € suficiente para a identificacdo das especies.
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Problemas, antes considerados insolGveis pela metodologia tradicional, passaram a ser
abordados (Hillis, 1987) e estudos incorporando os dois tipos de analise geram uma
sistematica mais sélida (Monis, 1999) proporcionando um avango marcante na taxonomia.
Paraense (2003) enfatiza que tanto a taxonomia morfoldgica quanto a molecular, desde que
corretamente aplicadas, atingem satisfatoriamente o mesmo objetivo.

Atualmente, para realizar a separacdo das espéecies do género Biomphalaria pode ser
utilizada a técnica do seqiienciamento nucleotidico ou a PCR-RFLP (reacdo em cadeia da
polimerase associada ao polimorfismo de tamanho de fragmento de restricdo) que fornece
resultados bastante satisfatorios, com ampla aplicabilidade e facil execucdo (Caldeira et al.
2000).

Para a identificacdo molecular do género Biomphalaria é amplificada toda a regido
espacadora transcrita interna (ITS) do rDNA. Os iniciadores anelam-se nas regifes
conservadas da porgéo final da subunidade 18S e na inicial da 28S gerando um fragmento de
aproximadamente 1200 pb, seguido de digestdo com uma enzima de restricdo. Essa técnica foi
utilizada para separar espécies brasileiras hospedeiras intermediarias do S. mansoni (Vidigal et
al.,1998a; Vidigal et al., 1998b e Vidigal et al., 2000a), espécies semelhantes como B.
straminea, B. intermedia e B. kuhniana (Caldeira et al., 1998) e B. tenagophila, B. t.
guaibensis e B. occidentalis (Spatz et al., 1998; Spatz et al., 1999) e outras espécies Sul-
americanas (Caldeira et al., 2000; Spatz et al., 2000; Vidigal et al., 2001). Vidigal et al.
(2000a) estabeleceram um diagrama com perfis espécie-especificos das espécies e subespécie

do género Biomphalaria, até aquele momento, existentes no Brasil (figura 5).
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Figura 5: Diagrama esquematico dos perfis de PCR-RFLP das espécies brasileiras do género
Biomphalaria obtidos pela digestao da regido ITS do rDNA com a enzima Ddel.

Legenda: Bg: Biomphalaria glabrata; Btt: B. t. tenagophila; Btg: B. t. guaibensis; Boc: B.
occidentalis; Bk: B. kuhniana; Bs: B. straminea; Bi: B. intermédia; Bp: B. peregina; Bo: B.
oligoza; Bsch: B. schrammi; Ba: B. amazonica (Vidigal et al., 2000a).
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2 JUSTIFICATIVA
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Desde 1993 o LHMM recebe moluscos de diversas regides do Brasil e de outros paises
para a realizacdo de exame de infeccdo por S. mansoni e identificacdo especifica utilizando
caracteres morfoldgicos da concha, radula, 6rgdos excretores e reprodutores (feminino e
masculino). Em 2003 o LHMM tornou-se Referéncia Nacional em Esquistossomose passando
a utilizar técnicas de biologia molecular como ferramenta auxiliar na identificagdo dos
moluscos sempre que a identificacdo classica era inconclusiva. Entretanto, pelo fato deste
acervo ser cronologicamente anterior a utilizacdo de técnicas moleculares no LHMM/Fiocruz
CMM, uma parcela significativa dos exemplares ndo receberam, quando necessério, a
confirmacdo molecular. Também, uma parte da colecdo encontrava-se sem identificacdo
especifica.

Por se tratar de uma colecdo ligada ao servico de referéncia, seus dados séo utilizados
pelo Programa de Controle da Esquistossomose (PCE), do MS, para obter informagdes sobre a
distribuicdo dos moluscos hospedeiros do S. mansoni e assim tomar medidas preventivas
cabiveis na regido onde foram encontrados. Além disso, a correta identificacdo dos moluscos é
de grande importancia nos trabalhos realizados no LHMM sendo este acervo utilizado
constantemente em pesquisa. E, ainda, estas informacbGes devem ser disponibilizadas a
comunidade cientifica interessada, sejam pesquisadores, professores, técnicos ou estudantes.

Assim, essa dissertacdo propde realizar a avaliacdo e retificacdo da identificacdo dos
moluscos do género Biomphalaria que compde o acervo da Colecdo de Malacologia Médica
(Fiocruz-CMM), localizada no Laboratorio de Helmintologia e Malacologia Médica (LHMM),
do Centro de Pesquisas René Rachou, tendo em vista a atualizacdo dos Livros de Registro de

Recebimento de Moluscos, Livro de Tombo e dos dados disponibilizados no CRIA.
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3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

Realizar avaliacdo e retificagdo taxondémica dos moluscos do género Biomphalaria que
compde o acervo da Colecdo de Malacologia Médica (Fiocruz-CMM), localizada no
Laboratorio de Helmintologia e Malacologia Médica (LHMM), do Centro de Pesquisas René

Rachou.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar a identificacdo especifica (morfolégica e molecular) dos moluscos sem

identificacéo;

e Confirmar e/ou retificar a identificagdo especifica dos moluscos que foram

identificados apenas pelos caracteres morfoldgicos, atraves da técnica molecular;

e Atualizar os “Livros de Registro de Recebimento de Moluscos™, os livros de tombo e
os dados informatizados a partir das informacg0des geradas neste trabalho;

e Disponibilizar dados atualizados referentes a Colecdo de Malacologia Médica para a

comunidade académica brasileira através da rede specieslink (http://splink.cria.org.br).
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4 METODOLOGIA
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4.1 Selecdo dos moluscos

Foram utilizados moluscos do género Biomphalaria do acervo da Colegcédo de
Malacologia Médica (Fiocruz-CMM) do CPgRR.

Através de consultas realizadas nos “Livro de Registro de Recebimento de Moluscos” e
Livro de Tombo foi realizado levantamento de todos os pontos de coleta, registrados de 1993
até o final de 2009, ano anterior ao inicio deste trabalho. Os moluscos foram separados por
pontos de coleta e pelo menos um exemplar por ponto foi utilizado na confirmacao especifica.
Foi utilizado mais de um exemplar por ponto de coleta nos seguintes casos: quando ndo havia
0 backup genético e a analise morfoldgica do primeiro exemplar foi inconclusiva, e/ou quando
0 numero de exemplares por ponto era superior a cinco. Nos dois casos foi respeitada a
propor¢do de no méximo dois exemplares dissecados para cada cinco exemplares presentes no
ponto de coleta.

Foram utilizados na confirmacdo morfologica, preferencialmente, exemplares
dissecados. Apenas quando ndo havia exemplares dissecados no ponto de coleta foi realizada a
disseccédo para a andlise. A identificagdo molecular foi realizada no mesmo exemplar utilizado
para identificacdo morfoldgica.

Os pontos de coleta foram separados nos seguintes grupos:

Grupo I: constituido por moluscos inseridos no acervo no periodo de 1993-2002. Este grupo
foi separado em dois subgrupos:

e Subgrupo IA - com material criopreservado. Foi selecionado no minimo um exemplar
por ponto de coleta para ser revisado/identificado pela morfologia classica e,
posteriormente, pela técnica de PCR-RFLP.

e Subgrupo IB - sem material criopreservado. Foi selecionado no minimo um exemplar
por ponto de coleta para ser revisado/identificado por especialistas em morfologia do

género Biomphalaria .

Grupo I1: constituido por moluscos inseridos no acervo no periodo de 2003-2009. Este grupo
foi separado em dois subgrupos:

e Subgrupo I1A- com material criopreservado, mas sem a identificacdo molecular. Entre
os exemplares previamente identificados pela morfologia, foi selecionado no minimo
um exemplar por ponto de coleta para ser revisado/identificado pela técnica de PCR-
RFLP. Nos pontos sem identificagdo morfoldgica realizaram-se anélises morfologicas

e moleculares.
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e Subgrupo IIB - sem material criopreservado. Foi selecionado no minimo um exemplar
por ponto de coleta para ser revisado/identificado por especialistas em morfologia do
género Biomphalaria.

4.2 Caracterizacédo taxondémica

4.2.1 Identificagdo morfologica

Corpo e concha dos exemplares encontravam-se fixados e armazenados na Fiocruz-
CMM. Com auxilio de pincas de ponta reta, tesouras e estiletes, os moluscos foram dissecados
para a determinacdo especifica (Deslandes, 1951). Exemplares que ja haviam sido
identificados pela morfologia encontravam-se dissecados e tiveram os caracteres morfoldgicos
observados.

A identificagdo dos planorbideos do género Biomphalaria baseou-se na morfologia
comparativa entre as conchas, anatomia dos 6rgaos do aparelho reprodutor (feminino e
masculino) e 6rgaos excretores, sendo observados o0s aspectos morfoldgicos da parede vaginal
(presenca/auséncia de bolsa vaginal, presenca/auséncia de enrugamento), relagdo de tamanho
entre bainha do pénis e prepdcio e, ainda, relagéo entre o didmetro da bainha do pénis e o canal
deferente, conforme descrito por Paraense (1966 a, 1975a, 1975b, 1981, 1984, 1988, 1990 e
1996), Paraense e Deslandes (1958 a, e 1958 b) e Estrada et al. (2006) (figuras 4 e 6). Apés a
identificacdo morfoldgica, todos os exemplares utilizados foram devolvidos a colecdo, sem

danos para estudos morfoldgicos posteriores.
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Figura 6: Conchas, 6rgédos excretores e reprodutores utilizados na identificacdo morfoldgica.
Conchas sem carena (A), com carena (B) e com crescimento rapido dos giros externos (C).
Sistema excretor- manto sem (D) e com (E) crista renal pigmentada. Sistema reprodutor-
parede vaginal com (F) e sem bolsa (G) e enrugada (H); complexo peniano com bainha do
pénis com 0 mesmo comprimento que o0 prepucio e 0 mesmo didmetro da por¢do média do
canal deferente (I), preplcio duas vezes maior que a bainha do pénis (J) e bainha do pénis
com o didmetro bem maior que a porcdo média do canal deferente (K); préstata com 13
diverticulos (L) e com quatro diverticulos (M)

4.2.1 ldentificacdo molecular

Nas amostras selecionadas para a identificagdo molecular, o backup genético foi
dividido em duas partes. Uma parte foi mantida criopreservada e da outra foi extraido DNA
total, utilizando o kit Wizard® da Promega.

Inicialmente adicionou-se 200ul de solucdo de lise nuclear juntamente com 1ul de
proteinase K (50ug/ml) no tubo de polietileno contendo o backup genético e este foi incubado
a 37°C overnight. Posteriormente, foram adicionados 80ul de solucdo de precipitacao protéica
e a suspensdo foi agitada vigorosamente no vortex por 20 segundos e centrifugada a 13.000
RPM por 3 minutos. O sobrenadante foi transferido para outro tubo etiquetado contendo 200ul
de isopropanol, homogeneizado suavemente durante 20 minutos e centrifugado a 13.000 RPM

por 6 minutos e, em seguida, o0 sobrenadante foi desprezado. Adicionou-se 500ul de etanol

41



100% gelado com 10ul de solucédo de acetato de sodio 30M pH 5,2 e solucdo final foi incubada
a—70°C por 2 horas. Posteriormente, o tubo foi centrifugado por 10 minutos a 13.000 RPM e o
sobrenadante cuidadosamente desprezado por inversdo. Adicionou-se mais 500ul de etanol
70% gelado e novamente centrifugou-se por 10 minutos sendo o sobrenadante novamente
desprezado. O “pellet” formado no fundo do tubo foi reidratado com 15ul de solucdo de
reidratacdo (10mM Tris ImM EDTA) por 30 minutos a 37°C. Os tubos foram mantidos a —
20°C até o momento de serem usados.

Uma parcela dos moluscos utilizada nesta dissertacdo j& tinha o DNA total extraido e
armazenados a -20° C no LHMM.

O DNA foi submetido a amplificacdo pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
direcionada para a regido espacadora transcrita interna do gene RNA ribossomal (ITS-rRNA),
utilizando os iniciadores ETTS2 (5’-TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAA-3’) e ETTS1 (5'-
TGCTTAAGTTCAGCGGGT-3") (Kane & Rollinson, 1994), homdlogos as extremidades
conservadas das subunidades 18S e 28S do gene do rRNA (figura 7).

As condicBes da PCR foram: volume total de 10 ul, sendo 1-10ng de DNA alvo,
tampéo (1,5 mM MgCI2, 50 mM KCI, 10mM Tris-HCI, pH 8,5), 200 uM de cada dNTP, 0,5
U de Tag-DNA polimerase (DNA polimerase termoestavel da bactéria Thermus aquaticus) e
5,0 pmoles de cada iniciador. Cada tubo com a reagéo preparada foi coberto com uma gota de
6leo mineral para evitar evaporacdo e submetida a ciclos de amplificacdo, sendo a
desnaturacao inicial realizada por 3 minutos a 95°C, seguida de 32 ciclos: anelamento a 54°C
por 1 minuto, extensdo a 72°C por 2 minutos e desnaturacdo a 95°C por 45 segundos; e uma
extensdo final a 72°C por 5 minutos. Todos os experimentos tinham um controle negativo, sem
adicdo de DNA. Trés microlitros do produto da amplificagdo foram submetidos a eletroforese
em gel de poliacrilamida 6% e corados pela prata (Santos et al., 1993) para observacdo do
perfil dos produtos de PCR (figura 7). Em todos os geis, adicionou-se em uma canaleta o
padréo de peso molecular PhiX 174 digerido com Haelll.

Os produtos da PCR (7 ul) foram diluidos em 23ul de agua milli-Q, e divididos em
aliquotas de 10ul. Em seguida 0,3 ul da enzima Ddel foram utilizadas para digerir cada uma
das aliquotas, juntamente com 1,0 ul do respectivo tampdo, em um volume final de 11,3ul em
cada tubo, mantidos 3,5 horas a 37°C, seguidos de 20 minutos a 80°C para desnaturacdo da
enzima. Trés ul do produto clivado foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%

e coloracdo pela prata (Santos et al., 1993). O tamanho das bandas foi determinado por
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comparac¢do com um padrédo de peso molecular (Phi X 174 - Haelll). Os resultados foram
registrados com camera Cyber-shot 5.0 (Sony).

Os perfis de bandas obtidos ap06s a digestdo com a enzima Dde | foram comparados
com perfis de Biomphalaria obtidos por Vidigal et al. (2000a) ; Caldeira et al. (2000), Vidigal
et al. (2001) e Teodoro et al. (2010). A enzima Alu | foi utilizada para separar B. occidentalis

de B. t. guaibensis conforme Spatz et al. (1999), devido a semelhanca dos perfis obtidos com a
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Figura 7: A) Regido espagadora interna transcrita (ITS) do DNAr; B) Desenho esquematico
da PCR-RFLP.

Legenda: iniciadores ETTS1 e ETTS2 (Kane & Rollinson, 1994); 18S, 5.85 e 28S
subunidades do gene rDNA; ITS1 e ITS2 regibes espacadoras internas. Bg: Biomphalaria
glabrata, Bt: Biomphalaria tenagophila e Bs: Biomphalaria straminea.

4.3 Atualizacdo do Banco de dados

Os resultados foram agrupados em seis categorias: 1-dados corretos; 2- equivocos
(classificados como outra espécie); 3- adequacOes (espécie em sinonimia); 4- inconclusivos
(perfil molecular diferente do esperado), 5- material degradado e 6- exemplares identificados
pela primeira vez (espécies depositadas que estavam sem identificacdo).

ApoOs as identificacbes e confirmagdes morfolégico-moleculares os dados foram
registrados no Livro de Registro de Recebimento de Moluscos e no Livro de Tombo. Nos

equivocos e adequac@es a nova informacao substituiu a anterior nos livros acima mencionados.
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Os registros anteriores ndo foram eliminados, mantendo o histérico do acervo. As informacoes
foram padronizadas, o que facilitara o acesso e armazenamento de novos dados no programa
Excel. O material degradado (concha e/ou corpo) foi mantido na colecdo para estudos futuros.
Para 0 acesso aos dados do acervo, os registros taxondémicos e demais informagdes
referentes aos moluscos da colecdo Fiocruz-CMM foram atualizados no site do CRIA atraveés
do programa SpeciesBase, disponiveis na rede SpeciesLink. Estes dados encontram-se
disponiveis para consulta na rede mundial de computadores (World Wide Web) no endereco

http://splink.cria.org.br.
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5 RESULTADOS
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5.1 Moluscos Selecionados

De 1993 até 2009 foram catalogados na Fiocruz-CMM 1.195 pontos de coleta com
moluscos do género Biomphalaria, constituidos por 7.778 exemplares. No inicio deste
trabalho havia 16 espécies e uma subespécie registradas no acervo, sendo 14 pontos de coleta
com B. amazonica, oito com B. cousini, dois com B. edisoni, 288 com B. glabrata, seis com
B. havanensis, 24 com B. intermedia, 21 com B. kuhniana, quatro com B. obstructa, 25 com
B. occidentalis, quatro com B. oligoza, 125 com B. peregrina, seis com B. prona, 14 com B.
schrammi, 182 com B. straminea, um com B. temascalensis, 120 com B. tenagophila, 18 com
B. t. guaibensis e 332 pontos de coleta estavam sem identificacdo especifica (tabela 2). A
figura 8 mostra a situacdo do acervo Fiocruz-CMM antes da realizacdo deste trabalho.

W Biomphalaria amazonica ™ Eiomphalaria temascalensism Biomphalaria prona
® Biomphalaria cousini m Ejomphalaria intermedia  m Biomphalaria schrammi

B Biomphalaria edisoni m Biomphalaria kuhniana " Biomphalaria straminea

B Biomphalaria glabrata W Eiomphalaria occidentalis = Biomphalaria tenagophila guaibensis
B Biomphalaria havanensis m Eiomphalaria oligoza u Biomphalaria tenagophila

B Biomphalaria obstructa ™ Eiomphalaria peregrina Sem identificacdo

Figura 8: Gréfico demonstrando a situagdo do acervo Fiocruz-CMM antes da realizacdo deste
trabalho, por pontos de coleta

Apos a realizacdo deste trabalho (figura 9) o acervo Fiocruz-CMM ficou composto por
15 espécies e uma subespécie, sendo 12 pontos de coleta com B. amazonica, oito com B.
cousini, dois com B. edisoni, 343 com B. glabrata, 20 com B. havanensis, 43 com B.

intermedia, 21 com B. kuhniana, 32 com B. occidentalis, 11 com B. oligoza, um com B.
46




orbignyi, seis com B. prona, 20 com B. schrammi, 252 com B. straminea, 133 com B.
tenagophila e 27 com B. t. guaibensis. Em 227 pontos de coleta a identificagdo dos
exemplares foi inconclusiva, sendo 217 pontos de coleta com B. peregrina, quatro com B. aff.
straminea e seis com B. tenagophila oriundas da Argentina. Em 37 pontos de coleta os
exemplares estavam degradados (concha e/ou corpo e/ou backup genético) impossibilitando a
identificacdo/confirmacdo. Estes exemplares foram mantidos na colecdo para estudos
posteriores. A tabela 2 mostra a comparacdo do nimero de pontos de coleta por espécie,

identificados antes e apds a realizacdo deste trabalho.

1,0% 0.7%0,2%

m Biomphalaria amazonica m Biomphalaria occidentalis » Biomphalaria tenagophila

m Biomphalaria cousini m Biomphalaria oligoza » Biomphalaria tenagophila guaibensis|
m Biomphalaria edisoni » Biomphalaria orbignyi Biomphalaria havanensis

m Biomphalaria glabrata = Biomphalaria prona # Inconclusivos

m Biomphalaria intermedia = Biomphalaria schrammi ' Degradados

m Biomphalaria kuhniana = Biomphalaria straminea

Figura 9: Gréafico demonstrando a situacdo do acervo da Fiocruz-CMM apo6s a realizacdo
deste trabalho, por pontos de coleta.
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Tabela 2: Comparacdo do numero de pontos de coleta (%) com moluscos do género
Biomphalaria identificados antes e apos a realizagdo deste trabalho

Espécie N° pontos de coleta identificados no inicio N° poptos_de coleta identificados no
deste trabalho/% término deste trabalho/%
B. amazonica 14 (1,2) 12 (1)
B. cousini 8(0,7) 8 (0,7)
B. edisoni 2(1,2) 2(1,2)
B. glabrata 289 (24,2) 343 (28,7)
B. havanensis 6 (0,5) 20 (1,7)
B. intermedia 24 (2) 43 (3,5)
B. kuhniana 21 (1,7) 21 (1,7)
B. obstructa 4(0,3) -
B. occidentalis 25(2,1) 32 (2,7)
B. oligoza 4(0,3) 11 (0,9)
B. orbignyi - 1(0,1)
B. peregrina 125 (10,3) 217 (18,1)
B. prona 6 (0,5) 6 (0,5)
B. schrammi 14 (1,1) 20 (1,7)
B. aff. straminea - 4(0,3)
B. straminea 182 (15,2) 252 (21,1)
B. tenagophi
(Argen'?ingglIla i 6(0.5)
B. tenagophila 120 (10) 133 (11,1)
B. temascalensis 1(0,1) -
B. t. guaibensis 18 (1,5) 27 (2,2)
Sem identificacdo 332 (27,8) 37 (3,1)
Totais 1195 (100) 1195 (100)

Para a avaliagdo e retificacdo da identificacdo especifica do acervo Fiocruz-CMM,
foram analisados através dos caracteres morfolégicos e/ou PCR-RFLP 1.465 individuos
pertencentes a 1.084 (90.1%) pontos de coleta. Ndo foram avaliadas as identificacdes dos
exemplares oriundos de 111 pontos de coleta, pertencentes ao subgrupo 1A, pois ja existia a
confirmag&o molecular dos mesmos.

Os resultados obtidos nas seis categorias foram: 1- dados corretos (54,1% dos pontos
de coleta); 2- equivocos (3,6%); 3- adequacbes (0,5%); 4- inconclusivos (18,9%) e 5-

degradados (3,4%), 6- identificados pela primeira vez (19,5%), como mostrado na tabela 3.
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Tabela 3: Resultado geral obtido na analise dos pontos de coleta da Fiocruz-CMM

Categorias NUmero de pontos de coleta Porcentagem (%)
1- Dados corretos 587 54,1
2- Equivocos 39 3,6
3- Adequacdes 5 0,5
4- Inconclusivos 205 18,9
5- Degradados 37 34
6- Identificados pela primeira vez 211 19,5
Totais 1.084 100

A seguir o detalhamento dos resultados em cada grupo.

5-1.1-Grupo |

Este grupo, subdividido em dois, foi constituido por 620 pontos de coleta, sendo
analisados 874 exemplares. Entre eles, 259 (41,8%) pontos de coleta possuiam exemplares
com dados taxonémicos corretos; em 13 (2,1%) houve equivoco na identificacdo dos
exemplares; em cinco (0,8%) houve adequacdo na identificacdo dos exemplares; em 158
(25,5%) a identificagdo dos exemplares foi inconclusiva; em 12 (1,9%) os exemplares
estavam degradados impossibilitando a identificacdo e em 173 (27,9%) os exemplares foram

identificados pela primeira vez (tabela 4).

Tabela 4: Resultados obtidos na analise dos pontos de coleta do grupo |, Fiocruz-CMM

Categorias NUmero de pontos de coleta Porcentagem (%)
1- Dados corretos 259 41,8
2- Equivocos 13 2,1
3- Adequagdes 5 0,8
4- Inconclusivos 158 25,5
5- Degradados 12 19
6- Identificados pela primeira vez 173 27,9
Totais 620 100

5.1.1.1- Subgrupo 1A
Neste subgrupo (com material criopreservado), constituido por 449 pontos de coleta,

foi realizada a analise morfoldgica e molecular em pelo menos um exemplar por ponto de
coleta, totalizando 651 exemplares analisados.

Em exemplares de 187 pontos de coleta ndo existia nenhuma identificacdo (tabela 5).
Através dos exames morfoldgicos e PCR-RFLP foi possivel a identificacdo dos exemplares de
93 pontos, sendo um ponto de coleta com B. amazonica, 26 com B. glabrata, nove com B.

havanensis, um com B. intermedia, cinco com B. occidentalis, cinco com B. oligoza, um com
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B. orbigniy, seis com B. schrammi, 27 com B. straminea, 15 com B. tenagophila e trés com B.
t. guaibensis. A identificacdo foi inconclusiva em exemplares de 80 pontos com B.
peregrina/B. oligoza, seis com B. tenagophila oriundas da Argentina e quatro pontos com B.
aff. straminea. N&o foi possivel a identificacdo especifica em exemplares de quatro pontos
devido a degradacéo do material.

Tabela 5: Resultados obtidos na analise dos pontos de coleta sem identificagdo anterior
pertencentes ao subgrupo IA.

Categorias NUmero de pontos de coleta Porcentagem (%)

1- Dados corretos - -

2- Equivocos - -

3- Adequacdes - -

4- Inconclusivos 90 48,2

5- Degradados 04 2.1

6- Identificados pela primeira vez 93 49,8
Totais 187 100,1

Os exemplares dos 262 pontos de coleta restantes, do subgrupo IA (tabela 6), estavam
previamente identificados pela morfologia. Foram confirmados pela PCR-RFLP e estavam
com a identificacdo correta, exemplares oriundos de 192 pontos de coleta. Em exemplares de
11 pontos de coleta foram encontrados equivocos em relacdo a identificacdo anterior (tabela
7). Sofreram adequacdes especificas, exemplares oriundos de quatro pontos com B. obstructa e
um ponto com B. temascalensis, passando a denominar-se B. havanensis. A identificacdo foi
inconclusiva em exemplares de 47 pontos com B. peregrina/B. oligoza. Nao foi possivel a

confirmacéo especifica de exemplares de um ponto de coleta devido a degradacdo do material.

Tabela 6: Resultados obtidos na analise dos pontos de coleta previamente identificados,
pertencentes ao subgrupo IA.

Categorias Numero de pontos de coleta Porcentagem (%0)
1-Dados corretos 198 75,6

2- Equivocos 11 4,2

3- Adequagdes 05 19

4- Inconclusivos 47 17,9

5- Degradados 01 0,4

6- Identificados pela primeira vez -

Totais 262 100
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Tabela 7: Relacdo dos equivocos encontrados entre espécies no subgrupo 1A

Identificacdo prévia pela

Identificacdo atual

Identificacdo atual

NUmero de pontos de

morfologia pela morfologia pela PCR-RFLP coleta com equivoco
B. peregrina B. intermedia B. intermedia 1
B. intermedia B. intermedia B. straminea 1
B. tenagophila B. occidentalis ? B. occidentalis 2
B. peregrina ? B. tenagophila 1
B. tenagophila ? B. peregrina 1
B. amazonica ? B. cousini 1
B. straminea B. occidentalis B. occidentalis 1
B. straminea B. oligoza B. oligoza 1
B. prona B. kuhniana B. kuhniana 1
B. tenagophila B. t. guaibensis B. t. guaibensis 1
Total de pontos de coleta com equivoco 11

5.1.1.2 - Subgrupo 1B

Neste subgrupo com 171 pontos de coleta, sem material criopreservado, foi realizada a
analise morfologica em pelo menos um exemplar por ponto de coleta, totalizando 223
exemplares analisados.

Estavam sem quaisquer identificagdes exemplares de 91 pontos de coleta (tabela 8).
Utilizando os caracteres morfoldgicos foi realizada a identificacdo de exemplares de 80 pontos
de coleta, sendo oito com B. glabrata, 18 com B. intermedia, um com B. occidentalis, um com
B. oligoza, 39 com B. straminea, 10 com B. tenagophila e trés com B. t. guaibensis. A
identificacdo foi inconclusiva em exemplares de seis pontos com B. peregrina/B. oligoza. Os
exemplares dos cinco pontos restantes estavam degradados impossibilitando a identificacéo.

Tabela 8: Resultados obtidos na analise dos pontos de coleta sem identificacdo anterior,
pertencentes ao subgrupo IB.

Categorias

NUmero de pontos de coleta Porcentagem (%)

1-Dados corretos - -

2- Equivocos - -
3- Adequagdes - -
4- Inconclusivos 06 6,6
5- Degradados 05 55
6- Identificados pela primeira vez 80 87,9
Totais 91 100
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Os exemplares dos outros 80 pontos de coleta, do subgrupo IB, possuiam identificacéo
prévia (tabela 9). Estavam com a identificacdo correta individuos de 61 pontos de coleta.
Foram encontrados equivocos em relacdo a identificacdo anterior, exemplares de dois pontos
de coleta (tabela 10). Neste subgrupo ndo houve adequacdo de espécie. Em exemplares de 15
pontos com B. peregrina/B. oligoza a identificacdo foi inconclusiva. Nao foi possivel realizar a

confirmacdo nos exemplares dos dois pontos restantes, pois estavam degradados.

Tabela 9: Resultados obtidos na analise dos pontos de coleta previamente identificados,
pertencentes ao subgrupo IB.

Categorias NuUmero de pontos de coleta Porcentagem (%0)
1-Dados corretos 61 76,3

2- Equivocos 02 2,5

3- Adequagdes -

4- Inconclusivos 15 18,7

5- Degradados 02 2,5

6- ldentificados pela primeira vez -

Totais 80 100

Tabela 10: Relacdo dos equivocos encontrados entre espécies no subgrupo 1B

Identificacdo prévia pela Identificacdo atual pela ~ NUmero de pontos de
morfologia morfologia coleta com equivoco
B. tenagophila B. peregrina 1
B. intermedia B. peregrina 1
Total de pontos de coleta com equivoco 2

5.1.2 Grupo Il

Este grupo, subdividido em dois, foi constituido por 464 pontos de coleta, sendo
analisados 592 exemplares. Entre eles, 328 (70,7%) pontos de coleta possuiam exemplares
com dados taxondmicos corretos; em 26 (5,6%) houve equivoco na identificacdo dos
exemplares; nesse grupo ndo houve adequacdo na identificacdo dos exemplares; em 47
(10,1%) a identificacdo dos exemplares foi inconclusiva, em 25 (5,4%) os exemplares
estavam degradados impossibilitando a identificacdo e em 38 (8,2%) os exemplares foram

identificados pela primeira vez. O resumo destes dados € mostrado na tabela 11.
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Tabela 11: Resultados obtidos na analise dos pontos de coleta do grupo I, Fiocruz-CMM

Categorias Numero de pontos de coleta Porcentagem (%6)
1- Dados corretos 328 70,7
2-  Equivocos 26 5,6
3-  Adequac0es - -
4-  Inconclusivos 47 10,1
5-  Degradados 25 54
6- ldentificados pela primeira vez 38 8,2
Totais 464 100

5.1.2.1 Subgrupo A

Neste subgrupo (com material criopreservado), constituido por 455 pontos de coleta,
foi realizada a analise molecular em pelo menos um exemplar por ponto de coleta, totalizando
578 exemplares analisados.

Exemplares de 48 pontos de coleta estavam sem qualquer identificacdo (tabela 12).
Através dos exames morfologicos e PCR-RFLP foi realizada a identificacdo de exemplares de
36 pontos, sendo um ponto de coleta com B. amazonica, 13 com B. glabrata, um com B.
intermedia, um com B. schrammi, oito com B. straminea, nove com B. tenagophila e trés com
B. t. guaibensis. Em exemplares de dois pontos com B. peregrina/B. oligoza a identificacédo foi
inconclusiva. N&o foi possivel a identificacdo especifica de exemplares de 10 pontos devido a

degradacéo do material.

Tabela 12: Resultados obtidos na anélise dos pontos de coleta sem identificacdo anterior,
pertencentes ao subgrupo I1A.

Categorias NUmero de pontos de coleta Porcentagem (%)

1-Dados corretos - -

2- Equivocos - -
3- Adequacdes - -
4- Inconclusivos 02 4,2
5- Degradados 10 20,8
6- Identificados pela primeira vez 36 75
Totais 48 100

Os exemplares dos 407 pontos de coleta restantes, do grupo IlA, estavam previamente
identificados pela morfologia (tabela 13). Foram confirmados pela PCR-RFLP e estavam com
a identificacdo correta, exemplares de 326 pontos de coleta. Em exemplares de 26 pontos de
coleta foram apontados equivocos em relacdo a identificacdo anterior (tabela 14). Em

exemplares de 45 pontos com B. peregrina/B. oligoza a identifica¢do foi inconclusiva. Nao foi
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possivel a confirmacéo especifica de exemplares de dez pontos de coleta devido a degradacao

do material.

Tabela 13: Resultados obtidos na analise dos pontos de coleta previamente identificados,
pertencentes ao subgrupo IlA.

Categorias NUmero de pontos de coleta Porcentagem (%)
1-Dados corretos 326 80,1
2- Equivocos 26 6,4
3- Adequacdes -
4- Inconclusivos 45 11
5- Degradados 10 2,5
6- Identificados pela primeira vez -
Totais 407 100

Tabela 14: Relacdo dos equivocos encontrados entre espécies no subgrupo 1A

Identificacdo prévia Identificacdo atual pela Identificacdo atual NUmero de pontos de
pela morfologia morfologia PCR-RFLP coleta com equivoco
B. tenagophila B. peregrina (8) B. peregrina (8) 8
B. tenagophila B. glabrata (7); ? (1) B. glabrata (8) 8
B. peregrina B. tenagophila (3) B. tenagophila (3) 3
B. straminea B. glabrata B. glabrata 1
B. straminea B. intermedia B. intermedia 1
B. peregrina ? B. straminea 1
B. tenagophila B. straminea B. straminea 1
B. occidentalis B. tenagophila B. tenagophila 1
B. schrammi ? B. peregrina 1
B. amazonica ? B. cousini 1
Total de pontos de coleta com equivoco 26

5.1.2.2 No subgrupo 11B

Neste subgrupo (sem material criopreservado), composto de nove pontos de coleta, foi
realizada a analise morfoldgica em pelo menos um exemplar por ponto de coleta, totalizando
14 exemplares analisados (tabela 15).

Em seis pontos de coleta os exemplares estavam sem identificacdo. Pela andlise
morfolégica foi possivel identificar um ponto de B. glabrata e um ponto de B. tenagophila. Os
exemplares dos quatro outros pontos estavam degradados e ndo foi possivel realizar a

identificacao.
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Entre os trés pontos de coleta identificados previamente, foi possivel a confirmacéo
morfologica em exemplares de dois pontos, e em um ponto de coleta os exemplares estavam

degradados e ndo foi possivel realizar a identificacao.

Tabela 15: Resultados obtidos na analise dos pontos de coleta pertencentes ao subgrupo 11B.

Categorias NUmero de pontos de coleta Porcentagem (%)
1-Dados corretos 2 22,2
2- Equivocos - -

3- Adequagdes - -
4- Inconclusivos - -

5- Degradados 5 55,6
6- Identificados pela primeira vez 2 22,2
Totais 9 100

5.2 Anéalises Taxondmicas

Estavam corretas as identificacfes dos individuos oriundos de 53,9% dos pontos de
coleta analisados. Os exemplares que apresentaram equivocos em sua identificacdo
corresponderam a 3,8% dos pontos de coleta.

Em quatro pontos de coleta com B. obstructa e um com B. temascalensis foi feita
adequacdo em decorréncia destas espécies serem consideradas sinonimia janior de B.
havanensis, sinonimia sénior. De fato, a morfologia de B. obstructa e B. temascalensis
coincidiu com a de B. havanensis.

Entre os 332 pontos de coleta que estavam sem identificacdo 211 (63,4%) receberam
identificacdo especifica, 98 (24,5%) foram para a categoria dos inconclusivos e em 23 (7,2%)
pontos de coleta os exemplares estavam degradados impossibilitando a identificagéo.

Quanto aos exemplares da categoria inconclusivos, houve trés grupos que se
destacaram e estdo detalhados a seguir. Posteriormente serdo realizados estudos morfologicos,

moleculares e de cruzamentos para esclarecer as duvidas encontradas nestes exemplares.

5.2.1 B. straminea - B.aff. straminea

Quatro pontos de coleta oriundos da provincia de Corrientes (Argentina) e Espinillar
(Uruguai) apresentaram caracteres morfologicos semelhantes a B. straminea, sendo observado
acentuado enrugamento na parede vaginal. No entanto, o perfil de restricdo com a enzima Dde
| (figura 10, canaletas 3 e 4) com duas bandas (470 e 310 bp) eram semelhantes ao perfil de B.
intermedia (figura 10, canaleta 2) e diferente dos exemplares de B. straminea provenientes do
Brasil (figura 10, canaleta 1) que possui quatro bandas (470, 310, 280 e 120 bp).
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5.2.2 B. tenagophila (Brasil) - B. tenagophila (Argentina)

Outra peculiaridade encontrada neste trabalho foi observada ao comparar os perfis
obtidos pela PCR-RFLP de exemplares identificados morfologicamente como B. tenagophila,
oriundos das provincias de Chaco e Corrientes (Argentina) com exemplares de B. tenagophila,
do Brasil, B. t. guaibensis e B. occidentalis. O perfil com a enzima Dde | dos exemplares de B.
tenagophila da Argentina (figura 10, canaletas 6 e 7) apresentou trés bandas
(aproximadamente 470, 200 e 118pb) semelhante ao perfil dos exemplares de B. t. guaibensis e
B. occidentalis (figura 10, canaletas 8 e 9, respectivamente) e diferente do perfil dos
exemplares brasileiros de B. tenagophila (figura 10, canaleta 5) que apresentou duas bandas
(aproximadamente 800 e 470 bp). Ao utilizar a enzima de restricdo Alu I, que é utilizada na
separacdo da espécie B. occidentalis e a subespécie B. t. guaibensis, foi possivel observar
maior semelhanca entre os perfis obtidos de B. tenagophila da Argentina (figura 10, canaletas
11 e 12) com B. t. guaibensis (figura 10, canaleta 13) que ao perfil da B. tenagophila brasileira
(figura 10, canaleta 10). N&o foi observada nenhuma diferenca na morfologia das populagdes

de B. tenagophila provenientes do Brasil e da Argentina.
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Figura 10: Gel de poliacrilamida 6% mostrando os perfis de PCR-RFLP obtidos pela
digestdo da regido ITS do rDNA de moluscos Biomphalaria com Dde I: Canaleta 1: B.
straminea BRA; 2: B. intermedia; 3: B. straminea ARG; 4: B. straminea (URU); 5: B.
tenagophila BRA; 6-7: B. tenagophila ARG; 8: B. t. guaibensis; 9: B. occidentalis. Enzima
Alu I: canaleta 10: B. tenagophila BRA; 11-12: B. tenagophila ARG; 13: B. t. guaibensis; 14:
B. occidentalis. Valores a esquerda correspondem ao peso molecular.
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5.2.3 B. peregrina - B. oligoza

Comparando B. peregrina com B. oligoza observa-se que os caracteres morfologicos
de ambas as espécies sdo semelhantes, a excecdo do nimero de diverticulos prostaticos. Em
B. peregrina tem de oito a 22 diverticulos prostaticos e em B. oligoza de zero a sete (figura 6,
L e M, respectivamente). Em virtude da dificuldade de distincdo entre B. peregrina e B.
oligoza, utilizando a PCR-RFLP, os exemplares denominados B. peregrina foram
denominados, nesta dissertacdo como B. peregrina/B. oligoza. Esse fato ocorreu em 195
pontos de coleta (1034 exemplares).

Como pode ser visto na figura 5, diagrama esquematico dos perfis de PCR-RFLP das
especies brasileiras do género Biomphalaria as canaletas 8 e 9, B. peregrina e B. oligoza,
respectivamente, apresentam o perfil muito semelhante. Ao comparar os perfis de PCR-RFLP,
com enzima de restricdo Dde I, de exemplares destas duas espécies do acervo da Fiocruz-
CMM observou-se que nédo era possivel separa-las (dados ndo mostrados). As enzimas Hpa Il
e Mva | também utilizadas na tentativa de separa-las ndo produziram resultados satisfatorios.

Os perfis de PCR-RFLP com enzima de restricdo Alu | mostram que individuos
identificados morfologicamente como B. peregrina apresentavam ora perfil desta espécie ora o
perfil de B. oligoza. Na figura 11 sdo mostrados estes resultados. O exemplar utilizado como
controle para B. oligoza (figura 11, canaleta 3) foi previamente identificado por estudos
moleculares em Vidigal et al., (2000b) e Spatz et al., (2000), e o controle de B. peregrina
(figura 11, canaleta 4) estd depositado no GenBank com o numero de acesso AF198676. As
canaletas 1 e 2 apresentam o perfil de B. oligoza, entretanto os caracteres morfoldgicos séo de
B. peregrina. As canaletas 5 e 6 apresentam caracteres morfoldgicos de B. peregrina e perfil

intermediario entre estas espécies.
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Figura 11: Gel de poliacrilamida 6% mostrando os perfis de PCR-RFLP obtidos pela
digestéo da regido ITS do rDNA de moluscos Biomphalaria com Alul: Canaleta 3: controle de
B. oligoza; canaleta 4: controle de B. peregrina; 1-2: morfologia de B. peregrina e perfil de

B. oligoza; 5-6: morfologia de B. peregrina e perfil intermediario entre estas espécies.
Valores a esquerda correspondem ao peso molecular.
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Em decorréncia foi experimentado a amplificacdo da regido Citocromo Oxidase
subunidade | (COI) do DNA mitocondrial e restringir com algumas enzimas (Cla I, Rsal e Alu
I) para tentar a separacdo taxondmica. As enzimas Cla | e Rsal ndo encontraram sitios de
restricdo nestas espécies (dados ndo mostrados). Por outro lado, a enzima Alu | gerou perfis
distintos para os controles da espécie B. peregrina (figura 12, canaletas 1 e 2), com bandas de
aproximadamente 860, 400 e 280 pb, e de B. oligoza (figura 12, canaletas 3, 4 e 5), com
bandas de aproximadamente 280, 250 e 130pb. As canaletas 6 a 11 foram identificadas

morfologicamente como B. peregrina, mostraram o mesmo perfil de B. oligoza.

Figura 12: Gel de poliacrilamida 6% mostrando os perfis de PCR-RFLP obtidos pela
digestdo da regido COl do DNA mitocondrial com Alu I: Canaleta 1- controle de B.
peregrina; 2: morfologia e perfil de B. peregrina; 3: controle de B. oligoza; 4-5: morfologia e
perfil de B. oligoza; 6-11: morfologia de B. peregrina e perfil de B. oligoza. Valores a
esquerda correspondem ao peso molecular.

5.3 Atualizacdo do Banco de dados

Os exemplares confirmados, retificados, adequados ou identificados neste trabalho
tiveram os seus dados atualizados nos Livros de Registro de Recebimento de Moluscos e Livro
de Tombo. Os exemplares da categoria inconclusiva receberam temporariamente a
denominacdo de B. aff. straminea, B. tenagophila (localidade Argentina) e B. peregrina/B.
oligoza até realizacdo de novos estudos.

Todos os registros taxonémicos e demais dados citados foram atualizados no CRIA
através do programa Species Base. Estes dados estdo disponiveis para consulta na rede
mundial de computadores (World Wide Web) pelo endereco http://splink.cria.org.br.
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6 DISCUSSAO
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A Colecdo de Malacologia Médica do Laboratorio de helmintologia e Malacologia
(Fiocruz-CMM) é uma colecdo estratégica uma vez que 0 seu acervo € constituido de grupos
taxondmicos de importancia médico/veterinaria, os géneros Biomphalaria e Lymnaea. Este
acervo subsidia pesquisas, auxiliam na formac&o de recursos humanos, e seu banco de dados é
utilizado pelo PCE no planejamento de programas para o controle da esquistossomose.

Diante da mobilizacdo mundial de consolidacdo, institucionalizacdo e organizacéo de
colecdes que vem ocorrendo nos Gltimos 20 anos, Godfray & Knapp (2004) e Egler & Santos
(2006) defendem a realizacdo de estudos que visem & qualificacdo taxondmica dos acervos
com redugdo do numero de exemplares ndo identificados e aumento da confiabilidade das
identificacGes através da incorporacdo de técnicas avancadas de taxonomia e sistematica.
Assim, esta dissertacdo tem como objetivo o conhecimento do estado da arte da Fiocruz-
CMM, uma vez que esta é uma das 26 colecbes bioldgicas institucionais reconhecidas pela
Fiocruz, na portaria 526/2011 (portaria 4). Esta cole¢@o tem a peculiaridade de ser pioneira,
entre as colecdes zoolodgicas da Fiocruz, a possuir backup genético. Por outro lado a
identificacdo especifica dos exemplares ndo havia sido revista desde o inicio da colecéo.

Inicialmente foi conferida a situacdo do acervo Fiocruz-CMM. Constatou-se que
existiam 7.778 exemplares depositados, pertencentes a 16 espécies e uma subespécie do
género Biomphalaria, oriundos de 1.195 pontos de coleta de diferentes regides geogréaficas.
Exemplares de 332 (27,8%) pontos de coleta estavam sem identificacdo especifica. Para
facilitar o estudo os exemplares do acervo foram divididos em dois grupos.

O grupo I, com moluscos depositados na Fiocruz-CMM de 1993 até 2002. Neste
periodo, os moluscos eram utilizados principalmente em pesquisa e, identificados por
estudantes de po6s graduacdo com experiéncia em taxonomia morfologica do género
Biomphalaria. Algumas dessas pesquisas foram em colaboragdo com pesquisadores de
diferentes paises da América Latina (Argentina, Venezuela, Colémbia e Cuba), ocasido na
qual a colecéo foi agraciada com exemplares destes paises. Associado a isto, a colaboragdo do
renomado malacologo, Dr. Lobato Paraense (Instituto Oswaldo Cruz-Fiocruz/RJ) contribuiu
diversas vezes na formagao de pessoal e no esclarecimento de duvidas taxondmicas. Isto esta
refletido nos resultados dessa dissertacdo, uma vez que a taxa de equivocos foi de 2,1%,
inferior ao do grupo 1l, e a taxa de exemplares colocados na categoria inconclusivos foi de
25,5%, onde se encontram as espécies de outros paises, cuja morfologia é desconhecida ou
pouco estudada.

No grupo Il foram alocados moluscos depositados entre os anos de 2003-2009. Em

2003 o LHMM foi reconhecido como Referéncia Nacional em Esquistossomose executando

60



as atividades de exame e identificacdo de moluscos do género Biomphalaria, dessa forma o
laboratdrio passou a receber exemplares de diferentes regides, aumentando a quantidade e o
nivel de dificuldade das identifica¢cbes. Concomitantemente, varios técnicos trabalharam no
LHMM, sendo que somente a partir do concurso publico da Fiocruz de 2006 foi obtida vaga
para tecnologista, possibilitando a formacéo e capacitacdo de recursos humanos. Dois outros
fatos marcaram este periodo no LHMM. Primeiro, a reforma do LHMM, entre margo/2007
até maio/2008, reduzindo consideravelmente as atividades de referéncia, pois o local
provisério ndo comportava a demanda das atividades. Segundo, a convocagdo do LHMM pelo
MS, em 2006, para investigacdo de um novo agravo no Brasil, a meningoencefalite
eosinofilica, em um acimulo de fungdes dos técnicos e pesquisadores. Esses motivos podem
justificar parte dos equivocos (5,6%) encontrados nas identificacdes dos exemplares do grupo
I, bem como a taxa de material degradado (5,4%). No entanto, a taxa de dados corretos
(70,7%) foi superior ao do grupo | (41,8%), fato que, sem divida, pode ser atribuido a
utilizacdo das ferramentas moleculares na identificacdo dos moluscos.

No entanto, € importante relembrar que a correta identificacdo dos moluscos do género
Biomphalaria, utilizando caracteres morfoldgicos, algumas vezes apresenta dificuldades, tais
como: tamanho dos moluscos, similaridade entre os caracteres morfoldgicos, falta de
profissionais capacitados, processo de fixacdo inadequado, etc (Paraense, 1988 e Paraense et
al., 1992). Desta forma, a utilizacdo da identificacdo molecular, que ndo sugere o desprezo
pelos dados morfologicos, tem sido utilizada como uma ferramenta auxiliar em determinadas
situacdes, nas quais os caracteres morfologicos nao sdo evidentes (Spatz et al., 1999; Vidigal
et al., 2000a; Caldeira et al., 2000 e Carvalho et al., 2004).

Estudos que incorporam os dois tipos de analise podem gerar dados que permitem uma
melhor interpretacdo e compreensdo da diversidade biolégica dos organismos em estudo.
Entretanto, € importante reconhecer que cada método tem suas vantagens e desvantagens
(Moritz e Hillis, 1996). De fato, Paraense (2003) enfatiza que tanto a taxonomia morfologica
guanto a molecular, desde que corretamente aplicadas, atinge satisfatoriamente o mesmo
objetivo. Assim, a utilizacdo, quando possivel, de ambas as ferramentas neste trabalho foi
uma estratégia importante para a melhoria das identificacdes especificas. Esta avaliacdo e
retificacdo resultaram na revisdo de exemplares oriundos de 1.084 pontos de coletas,
constituindo em 90,1% do total de pontos de coleta da Fiocruz-CMM. Destes, 54,1% pontos
de coletas possuiam exemplares identificados corretamente, 3,6% apresentaram equivocos e

tiveram a identificacdo de seus exemplares retificada, 0,5% possuiam exemplares em
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sinonimia e foram adequados; 18,9% possuiam exemplares com identificacdo inconclusiva,
3,4% possuiam exemplares degradados e 19,5% receberam a primeira identificacdo (tabela 3).

Os equivocos ocorreram entre: B. peregrina e B. tenagophila (35,8%), provavelmente
em decorréncia da semelhanca dos caracteres dos 6rgdos reprodutores, sendo as principais
diferencas: 1) os primeiros diverticulos prostaticos de B. peregrina recobrir a espermateca e
2) a proporc¢do da bainha do pénis em relacdo ao prepucio ser maior nesta espécie que em B.
tenagophila. Biomphalaria tenagophila e B. glabrata (20,5%), que sdo frequentemente
confundidas quando B. glabrata é jovem, uma vez que a maioria dos caracteres conclusivos é
idéntica nesta fase e ndo se evidencia a presenca de crista pigmentada no tubo renal, caracter
crucial na diferenciacdo das duas. Biomphalaria tenagophila e B. occidentalis (7,7%),
especies semelhantes morfologicamente e por isso, agrupadas no complexo denominado B.
tenagophila (Spatz et al., 1999); estas espécies sdo separadas apenas pela presenca da bolsa
vaginal em B. tenagophila, ausente em B. occidentalis (Paraense, 1981). Biomphalaria
peregrina e B. intermedia (5,2%), provavelmente devido aos caracteres que originaram o
nome da espécie B. intermedia (latim: intermedius) em referéncia as espécies B. straminea e
B. peregrina; sendo que B. intermedia apresenta parede vaginal lisa ou expandida em bolsa
semelhante a de B. peregrina (Paraense, 1975a). Biomphalaria intermedia e B. straminea
(5,2%), especies morfologicamente semelhantes, agrupadas no complexo denominado B.
straminea (Paraense, 1988). Biomphalaria amazonica e B. cousini (5,1%), devido a grande
semelhanga morfologica destas duas espécies, sendo a principal caracteristica distintiva a
presenca de uma bolsa arredondada e bem desenvolvida em B. amazonica e digitiforme e
pequena em B. cousini (Paraense 1966 a). Em B. straminea e B. occidentalis (2,6%), B.
straminea e B. oligoza (2,6%), B. prona e B. kuhniana (2,6%), provavelmente devido ao
reduzido tamanho dos exemplares o que dificulta a distincdo das espécies. Biomphalaria
tenagophila e B. t. guaibensis (2,6%), espécies semelhantes morfologicamente, agrupadas no
complexo B. tenagophila (Spatz et al., 1999). B. straminea e B. glabrata (2,6%), B.
tenagophila e B. straminea (2,6%), e B. peregrina e B. schrammi (2,6%), e B. peregrina e B.
straminea (2,6%), provavelmente, devido ao tamanho reduzido dos exemplares ou processo
de fixacao inadequado.

Na categoria adequacdo foram colocadas as espécies B. temascalensis e B. obstructa,
sinonimias junior, que tiveram sua classificacdo adequada para B. havanensis, sinonimia
sénior. Yong et al., (2001), através de estudos genéticos e analises nos caracteres das conchas
e dos 6rgdos genitais, concluiram que estas trés espécies eram, na verdade, uma Unica espécie.

Jarne et al. (2011) fizeram a mesma afirmacdo baseados em estudos filogenéticos realizados
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por DeJong (2001), que utilizaram sequéncias nucleotidicas combinadas das regides 16S do
DNAmt; ITS1 e ITS2 do rDNA.

Na categoria inconclusiva ficaram trés grupos: a) B. aff. straminea, b) B. tenagophila
oriundas da Argentina e c) B. peregrina. Paraense & Correa (1989) classificaram uma
populacdo proveniente de Espinillar (Uruguai) como B. aff. straminea em virtude da
similaridade com B. straminea. Entretanto, afirmaram existir certo grau de divergéncia
morfoldgica e genética entre a B. aff. straminea e B. straminea tipica. Demonstraram ainda
que 23% dos exemplares da populagdo do Uruguai infectaram-se com a cepa SJ; de S.
mansoni, enquanto a B. straminea tipica apresentava taxa de infeccdo experimental menor que
4% (Barbosa e Figueiredo, 1970). Vidigal et al., (1998a) estudando populacdes de B.
straminea oriundas de San Miguel (Argentina) e das provincias de Chaco e Corrientes
(Argentina) obtiveram perfis moleculares com duas bandas (470 e 310 bp). Enquanto as
populacOes brasileiras estudadas apresentaram o perfil de quatro bandas (470, 310, 280 e 120
bp). Nesta dissertacdo, moluscos provenientes de Corrientes (Argentina) e Espinillar
(Uruguai) apresentaram o mesmo perfil observado por Vidigal et al., (1998a), isto é, duas
bandas (470 e 310 bp) e morfologia similar a B. straminea tipica. Estudos morfoldgicos e
moleculares serdo realizados com exemplares de B. aff. straminea para estabelecer as relacfes
filogenética dessa populacdo com a B. straminea tipica, uma vez que esta espécie apresenta
importancia epidemiolégica, no Nordeste do Brasil, como hospedeira do S. mansoni.

Exemplares identificados morfologicamente como B. tenagophila, provenientes da
Argentina, apresentaram perfil com trés bandas, igual ao reportado por Vidigal et al.(1998a) e
Vidigal et al.(1998b) ao estudar populacdes de B. tenagophila das provincias de Chaco e
Corrientes (Argentina), também morfologicamente identificadas como B. tenagophila.
Entretanto, o perfil estabelecido para esta espécie, e até 0 momento utilizado pelo LHMM,
possui duas bandas (Vidigal et al., 2000 a). Spatz et al. (1998 e 1999), ao elaborarem
dendograma utilizando exemplares brasileiros e argentinos de B. tenagophila, B. occidentalis
e B. t. guaibensis, observaram maior similaridade entre exemplares de B. tenagophila
argentinos com B. occidentalis e B. t. guaibensis, do que com exemplares de B. tenagophila
brasileiros. Estes dados sdo apoiados por Vidigal et al. (2004) que observaram ainda que
exemplares de B. tenagophila brasileiros e paraguaios estavam fortemente relacionados, o que
ndo ocorreu entre estas populacdes com exemplares da Argentina. Considerando que Paraense
(1961b) ndo observou diferencas morfoldgicas entre as popula¢ées provenientes de Corrientes
(Argentina) e brasileiras, e ainda realizou cruzamentos entre estas duas populages,

confirmando os critérios de coespecificidade; que a provincia de Corrientes € a localidade tipo
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de B. tenagophila (Paraense & Deslandes, 1955 e 1975a); e que a espécie B. tenagophila é
uma importante hospedeira intermediaria do S. mansoni no Brasil, sugere-se que outros
estudos sejam realizados para esclarecer a relagéo entre estas populagdes.

Os resultados moleculares encontrados para a espécie identificada morfologicamente
como B. peregrina demonstraram variacdo nos perfis obtidos pela PCR-RFLP, tanto quando
amplificou-se a regido ITS do rDNA quanto a COl do DNAmt. De fato, estes moluscos
apresentaram tanto o perfil de B. peregrina quanto o de B. oligoza. Vidigal et al. (2000a)
observaram similaridade entre estas espécies, mas afirmaram que é possivel separa-las
utilizando a PCR-RFLP com as enzimas Alul e Hpall. Spatz et al., (2000) utilizaram com
sucesso a enzima Mvall para separacdo destas duas espécies. Entretanto, nesta dissertacdo ndo
foi possivel esta diferenciacdo molecular para as espécies morfologicamente identificadas
como B. peregrina, uma vez que a clivagem com a enzima Alul gerou trés perfis, sendo um
igual ao controle de B. peregrina, outro igual ao controle de B. oligoza e um terceiro com
bandas em posi¢cdes intermediarias aos outros dois perfis, como mostrado na figura 11. As
enzimas Hpall e Mvall demonstraram diversos perfis para as duas espécies, impossibilitando
uma analise dos mesmos. A separacdo morfologica de exemplares de B. peregrina e B.
oligoza é realizada, principalmente, através da diferenca entre o ndmero de diverticulos
prostatico que varia de zero a seis, raramente sete, em B. oligoza (Paraense 1974, 1975a) e 8 a
22 em B. peregrina (Paraense 1966 b, 1975a) (figura 6, L e M). De fato, B. oligoza recebeu
este nome devido ao pequeno nimero de diverticulos prostaticos (do grego oligozos: que tem
poucos ramos). Entretanto os exemplares, analisados nesta dissertagédo, com perfil de bandas
de B. oligoza apresentavam de 10 a 18 diverticulos. Vidigal et al. (2000b) observaram que o
posicionamento filogenético entre estas duas espécies é incerto uma vez que exemplares de B.
oligoza, de diferentes regides, sempre se agrupam, mas diferentes populagdes de B. peregrina
eventualmente ndo se agrupam, agrupando-se com exemplares de B. oligoza. Levanta-se 0
questionamento se os diverticulos sdo caracteres relevantes para separacdo destas espécies e
dos exemplares aqui citados serem extremos da espécie B. oligoza ou que haja uma
sobreposicdo de caracteres morfoldgicos entre B. peregrina e B. oligoza. Sugerem-se estudos
mais detalhados entre estas espécies para esclarecer esta questao.

Outro fato a ser considerado é a degradacdo de exemplares do acervo, em alguns
pontos de coleta, impossibilitando sua identificacdo. Isto pode ter ocorrido porque somente a
partir de 2008 foram alocados recursos humanos para a manutengdo da colegdo. A
constatacdo de exemplares degradados no acervo da Fiocruz-CMM demonstra a importancia

da manutencao periodica, com a realizacdo da troca de algoddo, quando houver a presenca de
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fungos e reposicao do fixador Raillet-Henry, liquido volatil responsavel por fixar e conservar
0 corpo dos moluscos. Assim, neste trabalho, foram observados exemplares com corpo e/ou
concha degradados, impossibilitando a identificacdo dos mesmos, através das técnicas
utilizadas neste trabalho. No entanto, estes exemplares foram mantidos na cole¢do para
futuros estudos, uma vez que o LHMM detém técnica molecular capaz de realizar
identificacGes moleculares a partir de conchas de exemplares de Biomphalaria depositados no
acervo da Fiocruz-CMM por cerca de 10 anos (Caldeira et al. 2004) ou novas técnicas
poderdo surgir possibilitando a identificacdo dos mesmos. Eventualmente, o material
criopreservado também encontrava-se degradado, impossibilitando a amplificacdo da regido
ITS do rDNA e, conseqglientemente, realizagdo da PCR-RFLP. Acredita-se que 0s mesmos ja
tenham chegado ao LHMM em estado de decomposi¢do e por isso, improprio para estudos
moleculares. Infelizmente, os componentes de acervos bioldgicos, uma vez deteriorados, sao
de dificil recuperacdo, dessa forma as instituicdes detentoras de colecdes devem ser
estimuladas a fornecer suporte as cole¢des que estdo sob sua guarda. A contratacdo de corpo
técnico qualificado, designado para realizar a manutencdo adequada e digitalizacdo do acervo
e dar suporte as questdes de informatica, evita a perda do material depositado e da informacao
associada. Egler & Santos (2006) afirmam ainda que, cole¢cdes bem estruturadas tém mais
oportunidades de realizar permuta de exemplares e de promover o crescimento do acervo,
bem como maior acesso a recursos nas agéncias de fomento.

De fato, a Fiocruz-CMM foi uma das convidadas para participar da rede Brazilian
Barcode of Life, ou BrBol, financiada pelo CNPq. Essa rede é uma associa¢do entre diversas
instituicbes nacionais de ensino e pesquisa com a missdo de catalogar a biodiversidade
brasileira, a partir dos dados morfolégicos e da seqliéncia nucleotidica de parte do gene
citocromo subunidade 1 (COI) do DNA mitocondrial. A rede foi organizada em dez frentes de
trabalho, dentre as quais se destaca a de “Parasitas e Vetores”, a cargo da Fiocruz. O principal
critério para participacdo desta rede foi que os exemplares estivessem depositados em
colecdes reconhecidas e com curadores especialistas no taxon. Os dados gerados serdo
disponibilizados em banco de dados de acesso gratuito para 0 mundo todo.

A disseminacdo de dados dos acervos na Internet é amplamente defendida (Egler &
Santos, (2006) e Marinoni & Peixoto (2010). Egler & Santos (2006) afirmam que dados
resultantes de pesquisas financiadas com recursos publicos sdo bens publicos e que
informacdes sobre espécies e espécimes bioldgicos sdo bens publicos globais, criticos para a
compreensdo da biodiversidade em seu sentido mais amplo. Marinoni & Peixoto (2010)

defendem que estas informacdes sdo imprescindiveis para, por exemplo, o estabelecimento de
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areas com biota pouco conhecida, de areas prioritarias para pesquisa e conservagao, de grupos
taxonémicos pouco estudados, dentre outras funcbes. Os dados do acervo da Fiocruz-CMM,
gue ja eram utilizados pela PCE, passaram a ser acessivel a toda comunidade interessada
devido a parceria com o CRIA que, desde 2002, vem desenvolvendo estratégias para a
disseminacéo de informacdes biologicas na rede mundial de computadores (Egler & Santos,
2006). O CRIA desenvolveu o projeto SpeciesLink, um sistema de informacdo criado para
realizar a recuperacdo de dados de acervos de colecbes bioldgicas e possibilitar a capacidade
de gerenciamento dos dados publicados através de uma série de ferramentas para visualizacdo
das informag6es, como mapas e graficos (Egler & Santos). Atualmente, 18 colecbes da
Fiocruz possuem os dados do seu acervo disponiveis (http://mwww.splink.org.br/) através deste
sistema.

Os resultados apresentados neste trabalho confirmam a importancia da utilizacdo de
mais de uma técnica na confirmagéo taxondmica de seu acervo e da necessidade de se garantir
uma boa preservacio dos exemplares. E relevante ressaltar, que a consolidagio desta coleco,
juntamente com a possibilidade de realizacdo deste trabalho, sé foi possivel apds
financiamento junto a Fapemig e a Fiocruz, confirmando a necessidade de incentivos para o

fortalecimento as colegoes.
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7 CONCLUSOES
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O acervo da Colecdo de Malacologia Médica (Fiocruz-CMM) é composto por 7.778
representantes das espécies: Biomphalaria amazonica; B. cousini, B. edisoni, B.
glabrata, B. intermedia, B. kuhniana, B. occidentalis, B. oligoza, B. orbignyi, B.
peregrina, B. prona, B. schrammi, B. straminea, B. tenagophila e B. havanensis e

subespécie B. t. guaibensis.
Em 54,1% dos pontos de coleta as identificagdes dos exemplares estavam corretas.

Foram retificadas as nomenclaturas dos exemplares de 3,6% dos pontos de coleta,

referente a equivocos na identificagéo.

Os exemplares de moluscos previamente identificados como B. temascalensis e B.

obstructa foram adequados para B. havanensis, em 0,5% dos pontos de coleta.
Em 18,9% dos pontos de coleta as identificagcbes dos exemplares foram inconclusivas

Em 3,4% dos pontos de coleta os exemplares estavam degradados impossibilitando a

identificacao.
Em 19,5% dos pontos de coleta os exemplares foram identificados pela primeira vez.

A utilizacdo da morfologia e de técnicas moleculares, na identificacdo especifica do
grupo Biomphalaria, resultou em uma taxonomia mais confiavel, enfatizando a

importancia de ambas as técnicas na identificacdo deste grupo.
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8 ANEXOS
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8.1 Anexo 1: Institucionaliza¢ao

Prezado Diretor (a)

Em outubro de 2007 foi criado o Forum Permanente de Colecdes
Biolégicas da Fiocruz, vinculado a Vice-Presidéncia de Servico de Referéncia
e Ambiente (VPSRA). O Férum € composto por representantes de cada
unidade Teécnico-cientifica que possui colecao biolégica, considerando as
indicagoes dos Diretores das Unidades. Ao grupo formado ficou a
responsabilidade de discutir e preparar um documento que fosse norteador
das politicas institucionais relacionadas ao desenvolvimento das Colecoes
Biolégicas da Fiocruz ("‘Documento institucional para o desenvolvimento de
politica de colegdes bioldgicas na Fundacdo Oswaldo Cruz”). A partir destas
discussoes decidiu-se realizar o levantamento da situacao atual das
Colecboes Biologicas da Fiocruz, através de visitas e aplicacao de um
questionario detalhado que permite o diagnéstico de cada uma destas
colegbes. Assim, entramos em contato com os Senhores Diretores das
Unidades da Fiocruz, solicitando a indicacao das Colecbes Bioldgicas
existentes em suas Unidades e seus respectivos curadores, para que estes
fossem contatados e entdo uma visita fosse agendada. As visitas foram
realizadas e o questionario foi aplicado em cada colecdo, visando
diagnosticar a situacao real de cada colegao visitada.

O Forum definiu critérios minimos para a institucionalizacdo de uma
colecgao bioldgica na Fiocruz, sendo estes:

- Se a colecdo esta em atividade;

- Se possui curadoria;

- Se realiza registro de procedimentos e guarda de documentacao.
- Se possui RH e infra-estrutura minima.

Os critérios acima considerados e a analise cuidadosa de todos os
questionarios aplicados pelos membros do Férum, permitiu identificar as
colecbes que reunem as condicdes necessarias para que sejam
institucionalizadas, assim como aquelas que, no momento, ndo apresentam
tais condicdes (o grupo indica fortemente que estas colecées sejam apoiadas
pela Unidade para entédo serem inseridas no processo de institucionalizacao),
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embora todas as colegdes visitadas revelem um grande valor cientifico.

A relacao das colecoes de sua Unidade, assim como a situacdo quanto a
institucionalizacao das mesmas, esta colocada abaixo.

O forum esta organizando um curso de capacitacao de curadores e todos
os que estejam vinculados as colecdes ora institucionalizadas serao
convidados a participarem desta capacitacao.

A proxima etapa se refere a Informatizacao das colegoes, adequando a
qualidade e quantidade de informacdes agregadas ao acervo. Pretendemos
interligar todas as colecoes biologicas da Fiocruz de forma virtual. Desta
forma, a Fiocruz apresentara dentro de sua estrutura diversas colecoes
organizadas da seguinte forma:

A. Colecoes Microbiologicas
l. Cole¢goes de Bactérias
Il. Colegoes de Fungos
lll. Colegoes de Protozoarios

IV. Colecoes de Virus

B. Colecdes Zoologicas
|. Cole¢cdes Entomologicas
Il. Colecoes Malacologicas

lll. Colegoes Helmintologicas

C. Colegoes Histopatolégicas

Esta estrutura foi utilizada para organizar todas as colecoes avaliadas e
abaixo encontra-se a estrutura para sua Unidade.
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Direcao do Instituto Oswaldo Cruz

A. Colegoes Microbiologicas

l. Colecdes de Bactérias

1.

Colecao de Culturas do Género Bacillus e Géneros Correlatos — CCGB;

2. Colecao de Culturas de Bactérias — sugere-se uma mudanca do nome,

considerando a estrutura proposta para a Unidade e o acervo em
questao. Como sugestao: Colecdo de Culturas de Enterobactérias;
Colecao de Bacterias da Mata Atlantica (esta colecao n&o apresenta
todos os critérios utilizados para o reconhecimento institucional. No
entanto, hoje ela compoe o projeto FINEP/FAPERJ sobre a
biodiversidade da Mata Atlantica. Considerando os objetivos deste
projeto, esta Colecao foi considerada como relevante para compor o CRB
Fiocruz, no Dominio Meio Ambiente. Portanto, o grupo sugere fortemente
que esta Colecao seja apoiada pela Unidade, visto que esta ja contara
com o apoio financeiro da FINEP pelo projeto CRB Fiocruz).

Il. Colegdes de Fungos

1.

Colecao de Culturas de Fungos do Instituto Oswaldo Cruz — CCF/IOC,;

2. Colegcao Micologica do Departamento de Biologia — sugere-se uma

mudanca do nome. O grupo nao apresentou nenhuma sugestao.

lll. Colecoes de Protozoarios

1

Colecao de Trypanosoma de Mamiferos — CTM/IOC - sugere-se uma
mudanca do nome. Como sugestao: Colecao de Trypanosoma de
Animais Silvestres ou outro nome que englobe outras classes de animais
que podem estar representadas pela colecao;

2. Colecao de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz, CLIOC;

3. Colecao de Protozoarios Ambientais (o grupo sugere fortemente que a

Unidade apdie a estruturacdo desta colegdo. No entanto, por néo
preencher os critérios definidos acima, esta nao esta sendo reconhecida
institucionalmente no momento);

Colecao de Tripanosomatideos do |IOC — CT-IOC (embora aparentemente
esta colecdo preencha todos os critéerios considerados na avaliagao, a




falta de interlocucao com a curadoria e a pouca atividade da colecgao,
impede que esta colecao seja reconhecida institucionalmente neste
momento. O grupo sugere que a Unidade tome providéncias com relacao
ao credenciamento desta colecao ja realizado pela Unidade).

B. Colecoes Zoologicas
l. Colegoes Entomologicas

1. Colecao Entomologica do Instituto Oswaldo Cruz, CEIOC;
2. Colecao de Triatomineos;
3. Colecao de Simulideos do Laboratério de Simulideos e Oncocercose do
IOC - LSO;
4. Colecao de Culicideos do Laboratério de Transmissores de
Hematozoarios;
5. Colecdo de Artropodes Vetores Apteros de Importancia na Saude de
Comunidades:
6. Colecado de Ceratopogonidae do Instituto Oswaldo Cruz;
7. Colecao de Culicidae do Laboratério de Diptera;
(As colecdes acima listadas — de 2 a 6 — constituem parte do acervo da Colecao
Entomologica do |OC. Estas podem ser reconhecidas e possuir curadoria
propria, mas devem estar formalmente vinculadas a Colecao Entomolégica e,
desta forma, utilizar o mesmo banco de dados, formularios, etc. Os recursos
devem ser divididos seguindo os critérios estabelecidos pela Unidade. O
Curador da Colecao de Culicidae do Laboratorio de Diptera informou que deseja
transferir formalmente esta colecao para a Colecao Entomolégica; o grupo
sugere que a Unidade providencie esta transferéncia).

Il. Colecoes Malacologicas
1. Colecao Malacologica do Instituto Oswaldo Cruz - CMIOC.
lll. Colegoes Helmintologicas

1. Colecao Helmintolégica do Instituto Oswaldo Cruz - CHIOC,
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C. Colegoes Histopatologicas

Colecao de Febre Amarela — sugere-se a mudanca do nome para melhor
definir o acervo (esta colegdo nao preenche os critérios utilizados na
avaliacdo. No entanto, o fato desta ser a Unica colecao histopatologica da
Fiocruz justifica seu reconhecimento institucional. O grupo sugere que
esta colecdo assuma o compromisso de disseminar a experiéncia na
estruturacao de uma colegao desta natureza).

Outras Colec¢des Biologicas Avaliadas

i

Colecao de Células de Mamiferos Humanos e ndao Humanos (embora
esta colecao também seja a unica atuando na area especifica de cultura
de células dentro da Unidade, esta ndo preenche os critérios para o seu
reconhecimento institucional. O ponto critico para esta colecao, no
momento, & a falta de metodologias aplicadas para a autenticacdo e
certificacdo do material, o que impede o exercicio das atividades de
colecao. Alem disso, o acervo, embora relevante, & bastante reduzido. O
grupo reconhece a importancia de uma colecao desta natureza dentro da
Unidade e indica que esta deve receber apoio da Unidade para um futuro
reconhecimento);

Colecao de Cirripédios Lacombe (esta colecao deve ser apoiada pelo 10C
em suas necessidades imediatas de vidraria e alcool. Posteriormente
deve ser analisada a manutencao da referida colecao no 10C, ou sua
cessao a Colecao de Carcinologia do Museu Nacional. O grupo destaca
que esta colegdao nao se relaciona com a missao da instituicado e nao tem
nenhuma insercao dentro de atividades de saude publica).

74



Direcao Instituto René Rachou

A. Colecoes Microbiolégicas
|. Colegoes de Protozoarios

1. Colecao de Tripanosomas "Zigman Brener” (esta colegdo nao preenche
0s critérios estabelecidos para o reconhecimento institucional. O grupo
destaca a importancia do acervo e indica fortemente que a Unidade deve
apoiar a manutencao e estruturacao desta colegao para um futuro
reconhecimento).

B. Colegdes Zoologicas
l. Cole¢coes Entomologicas

1. Colecéao de Flebotomineos do Instituto René Rachou;

2. Colecao de Culicideos do Centro de Pesquisa René Rachou (esta
colecao nao preenche os critérios estabelecidos para o reconhecimento
institucional. O grupo sugere fortemente que a direcao da Unidade discuta
a possibiidade de transferéncia desta colecdo para a Colecao
Entomologica do IOC, visando otimizar recursos financeiros e recursos
humanos. Caso exista interesse da Unidade em realizar qualquer tipo de
trabalho com esta colecao, esta pode ser requisita a Colecao para qual
for transferida ou ser transferida quando os trabalhos forem concluidos);

3. Insetario do Laboratorio de Referéencia de Triatomineos e Epidemiologia
da Doenca de Chagas - sugere-se mudanca do nome para um outro que
esteja relacionado a atividade de Colecao.

Il. Colegoes Malacologicas

1. Colecao de Malacolégica do Centro de Pesquisas René Rachou.
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Direcao Aggeu Magalhaes

A. Colegoes Microbiologicas
|. Cole¢bes de Bactérias

1. Colecgao de Culturas de Yersinia spp.;

2. Colecao de Micobactérias de Pernambuco e do Nordeste do Brasil (esta
colecao nao preenche os critérios estabelecidos para o reconhecimento
institucional. O grupo destaca a importancia do acervo e indica que a
Unidade deve apoiar a manutencéo e estruturacao desta cole¢ao para um
futuro reconhecimento);

3. Colecao de Bactérias NB2 do CpgAM.

Il. Colecoes de Protozoarios

1. Colecéao de Leishmania do Estado de Pernambuco, Nordeste Brasileiro
(esta colecao nao preenche os critérios estabelecidos para o
reconhecimento institucional. O ponto critico para esta colecdo, no
momento, & a falta de metodologias aplicadas para a autenticacao e
certificacao do material, o que impede o exercicio das atividades de
colecao).

lll. Colecoes de Virus

1. Banco de Virus do LAVITE do CpgAM.

B. Colegdes Zoologicas
l. Cole¢oes Helmintologicas

1. Colecédo do Laboratorio de Esquistossomose do CpgAM.
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Direcao Instituto Gongalo Moniz

A. Colecoes Microbiologicas

l. Colegdes de Protozoarios

Colecéo de Protozoarios do CPqGM.

Il. Colegbes de Virus

E

Colecao de Flavivirus do CPqGM (o representante da Unidade declarou
que esta colecdo, embora tenha preenchido o questionario de avaliacéo,
nao pode atuar como uma Colecao formal).

B. Colecoes Zoologicas

l. Colegbes Entomologicas

1

Colecao Entomologica Dr Italo Sherlock (o representante da Unidade
declarou que a direcdo da Unidade tem interesse em transferi-la para a
Colecédo Entomoldgica do I0C. O grupo sugere que a direcao do IGM
entre em contato com a curadoria da colegdo do I0OC para formalizar a
transferéncia).

Direcao Instituto Lednidas e Maria Deane

A. Colecdes Microbiolégicas

. Colecao Biolégica do Insituto Leonidas e Maria Deane - sugere-se,

seguindo a estrutura que o grupo construiu para as Colegoes Biologicas
da Fiocruz, que esta colecdo seja separada em colecdo de bactérias e
colecao de fungos. Portanto, a mudanca do nome & essencial.

77



Direcao Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

A. Colecoes Microbiolégicas

1. Colecdo de Microorganismos de Referéncia do INCQS - sugere-se,
seguindo a estrutura que o grupo construiu para as Colegdes Biologicas
da Fiocruz, que esta colegcédo seja separada em colecao de bactérias e
colecdo de fungos. Portanto, a mudanca do nome é essencial. E
importante que o nome reflita o escopo da Colecéao; portanto, sugerimos
que o nome indique o acervo (fungos e bactérias) que compde a colecao
e caracterize o tipo de servico de referéncia prestado.

Direcgao Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas

A. Colecoes Microbiolégicas
l. ColegGes de Fungos

1. Colecao de Fungos Patogénicos.

Il. Colegbes de Protozoarios

1. Colecdo de Tripanosomas do IPEC (esta colecao nao preenche os
critérios estabelecidos para o reconhecimento institucional. O ponto critico
para esta colecao, no momento, € que esta nao atua como colecao de
servicos, apenas preserva material coletado pelo proprio grupo, nao
recebendo depdsitos e nao fornecendo material).
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8.2 Anexo 2: Portaria da Presidéncia 327/2010

Ministéric da Salde Numero

327/2010-FR
FIOCRUZ Eolha De
Fundagée Oswaldo Gruz 1 2

Entrada em Vigor

Portaria da Presidencia

0 Presidente da Fundacgao Cewaldo Cruz, no Uso de suas
atribuigdes e de competéncia que lhe foi delegada pzla

Portariz do MS/n® 938, de 22.07.99,

RESOLVE:

1.0 - PROPOSITO

Definicio dos critérios para o reconhecimento instilucional das colegdes biolégcas da Fiecruz e

aprovar o Marual ce Organizagio de Colegdes Biologicas da Fiocruz.

2.0 -OBJETIVO

Definir os critérios para o reconhecimento institucional das colegdes biclegicas da Fiocuz.

3.0 - REQUISITOS

As coleches biologicas, para serem reconhecidas insttucionalmente, devem estar 2m conscnancia
com as disposices contidas ne Manual de Organizacio de Colegbes Biclégeas da Fiocruz,
elaborado pela Camara Técnica de Colegdes Biologicas (CTCol) da Fiocruz e disponivel na pagina

eletréinice da Vice-Presidéncia de Pesquisa e Leboratdrios de Referéncia (VPPLR).

4.0 -PROCEDIMENTOS

A solicitago de reconhecimento insttucional de uma calegio bioldgica devera ser encaminhada
pela diregdo da Undade a CTCol

A CTCol examinara a proposta, verificara a peninéncia, relevancia e a consondncia com o Marual de
Organizazdo de Colegbes Biologicas da Fiocruz e emtira parecer para assessorsr a decisdo

guante ao reconhecimento ol ndoe pela Vice-Presidéncia de Pesquisa e Laboratorios de Referéncia.

Cancela Altera Distribuigio Data
Geral 22/07/2010

*CONFERE COM O ORIGINAL.
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Ministerio da Sande

Namero

32712010-PR

FIOCRUZ Folha De
Fundacao Oswaldo Cruz 2 2
Entrada em Vigor
Portaria da Presidéncia
3.0 - VIGENCIA
A presente portaria entrard em vigor em 22.07.2010 e revoga as disposigbes da portaria 452/2008-PR
que instituiu o Forum de Colegies Bioldgicas da Fiocruz,
Cancela Altera Distribuigao Data
Geral 22/07/2010

" CONFERE COM O ORIGINAL,
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8.3 Anexo 3: Portaria da Presidéncia 555/2009

Ministério da Saude Nimero
555/2009-PR
FIOCRUZ
Fundacéo Oswaldo Cruz . Folha De
01 02

Entrada em vigor

Portaria da Presidéncia

O Presidente da Fundacio
Oswaldo Cruz, no uso de suas
atribuicoes,

RESOLVE:

1.0 - PROPOSITO
Oficializar a Camara Técnica das Colecdes Biologicas da Fiocruz,
vinculada a Vice-Presidéncia de Pesquisa e Laboratérios de
Referéncia.

2.0- OBJETIVO
Discutir e formular propostas norteadoras das politicas institucionais
relacionadas ao desenvolvimento das Colegdes Biolégicas da Fiocruz.

3.0 - COMISSAO
A Camara Técnica, composta por representantes das Unidades
Técnico-cientificas da Fiocruz que possuam colecdo bioldgica, da
GESTEC e da VPAAPS, indicados pelos respectivos diretores e
coordenado pela Vice-Presidente de Pesquisa e Laboratérios de
Referéncia, tem a seguinte composicao:

Vice-Presidente de Pesquisa e Laborat6rios de Referéncia - Coordenadora
Alzira Maria Paiva de Almeida (IAM)

Arion Tdlio Aranda (I0C)

Claudia Nunes Duarte dos Santos (ICC)

Daniel Bartha (GESTEC)

Delir Corréa Gomes (IOC)

Elizabeth Rangel (IOC)

Elisa Cupolillo (IOC)

Ivano Raffaele Victorio de Filippis Capasso (INCQS)

Manuela da Silva (VPPLR)

Cancela Altera Distribuigao Data
Geral 09.11.09




Ministério da Salide

FIOCRUZ
Fundag¢éo Oswaldo Cruz

Portaria da Presidéncia

Numero

555,/2009-PR

Foha
02

De
02

Entrada em vigor

4.0 - VIGENCIA

Dr@a

Marcia Chame dos Santos (ENSP)

Marcia dos Santos Lazera (IPEC)

Omar dos Santos Carvalho (IRR)

Ormezinda Celeste Cristo Fernandes (ILMD)
Rita de Céssia Elias Benedetti (Bio-Manguinhos)
Valcler Rangel Fernandes (VPAAPS)

Esta Portaria tem vigéncia a partir de 09,/11/2009.

Cancela Altera

Distribuigéo
Geral

Data
09.11.09
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8.4 Anexo 4: Portaria da Presidéncia 526/2011

Ministério da Salds

FIOCRUZ

Fundag¢é@o Oswaldo Cruz

Portaria da Presidéncia

Nimero

526/2011-PR

Folha
1

De
10

Entrada em Vigor

1.0 - PROPOSITO

2.0 - OBJETIVO

Acervo Archaea

COLECOES BIOLOGICAS

2.1 - Colegbes Microbioldgicas

E-mail: emrvs@fiocruz. br

O Presidente da Fundagio Oswaldo Cruz, no Uso de suas

atribuigdes e da competéncia que |he foi delegada pela

Portaria do MS/n® 938, de 22.07.89,

RESOLVE:

Curador geral: vano Raffaele Victorio de Filippis Capasso
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude - INCQS
Av, Brasil, 4365 - Manguinhos

21040-900 - Rio de Janeirg/ RJ

Curador. Maysa Beatriz Mandetta Clementino

Tel: (21) 3865-5236

Colecao de Micro-organismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria (Fiocruz - CMRVS)

Formalizar o reconhecimento institucional das Colegies Bioldgicas da Fundagao Oswaldo Cruz, em
fungéo do estabelecido no Manual de Organizagao de Colegies Biologicas da Fiocruz aprovado
pela Portaria 327/2010-PR.

Cancela

Altera

Distribuicao
Geral

Data

29/08/2011

* CONFERE COM O ORIGINAL,
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Ministério da Satde Nimero

526/2011-PR

FIOCRUZ Folha
Fundacéo Oswaldo Cruz 2

De
10

Entrada em Vigor

Portaria da Presidéncia

Acervo Bactéria
Curador: lvano Raffaele Victorio de Filippis Capasso
Tel: (21) 3865-5236

Acerva Fungos
Curadar: Marilia Marting Nishikawa
Tel: (21) 3865-5244

21,1 - Colegdes Bacteriologicas

Colegao de Bactérias da Amazdnia (Fiocruz - CBANM)
Curadora: Luciete Almeida Silva

Instituto Leénidas e Maria Deane - [LMD

Rua Terezina, 476 - Adriandpolis

G9057-070 - Manaus/AM

Tel (92) 3621-2304

E-mail: cham@fiocruz.br

Colegao de Bactérias da Mata Atlantica (Fiocruz - CBMA)
Curadora: Ana Caralina Paulo Vicente

Instituto Oswaldo Cruz - IOC

Pavilhdo Lednidas Deana

Av. Brasil, 4355 - Manguinhos

21040-900 - Rio de Janeiro/ RJ

Tel (21) 3865 B168

E-mail: cbma@fiocruz.br

Colegao de Culturas do Género de Bacillus e Géneros Correlatos (Fiocruz - CCGB)
Curador: Leon Rabinovitch

Instituto Oswaldo Cruz - I0C

Cancela Altera Distribuigéo Data
Geral

29/08/2011

* CONFERE COM O ORIGINAL,
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Ministério da Saids

Niamero

526/2011-PR

FIOCRUZ Folha De
Fundacao Oswaldo Cruz 3 10
Entrada em Vigor
Portaria da Presidencia
Pavilhéo Rocha Lima - sala 308
Av. Brasil, 4365 - Manguinhos
21040-900 - Rio de Janeiry RJ
Tel (21) 2562-1640/1639/1637
E-mail: cegb@fiocruz br
Colegio de Culturas Bactérias de Interesse em Saudde (Fiocruz - CCBS)
Curadora geral: Marise Dutra Asensi
Instituto Oswaldo Cruz - 10C
Pavilhéo Rocha Lima - 3 andar
Av, Bragil, 43565 - Manguinhos
21040-900 - Rio de Janeiro/ RJ
Colegdo de Culturas Bactérias de Origem Hospitalar (Fiocruz - CCBH)
Curadora: Marise Dutra Asensi
Tel: (21) 2562-16286
E-mail: ccbh@fiocruz. br
Colegéo de Campylobacter (Fiocruz - CCAMP)
Curadora; Ana Luzia Lauria Filgueiras
Tel; (21) 2562-1632
E-mail; ccamp@fiocruz, br
Colegao de Enterobactérias (Fiocruz - CENT)
Curadaora: Dalia dos Prazeres Rodrigues
Tel: (21) 2562-1649/1651/1625
E-mail: cent@fiocruz br
Colegao de Listeria (Fiocruz - CLIST)
Curador: Ermnesto Hofer
Tel: (21) 2562-1618/1612
Cancela Altera Distribuicdo Data
Geral 29/08/2011

* CONFERE COM O ORIGINAL.
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Portaria da Presidéncia

Ministério da Saids Niimaro

526/2011-PR

FIOCRUZ Folha
Fundacao Oswaldo Cruz

4

De
10

Entrada

am Vigor

E-mail: clist@fiocruz. br

Colecio de Leptospira (Fiocruz - CLEP)
Curadora: llana Teruszkin Balassiano
Instituto Oswaldo Cruz -10C

Pavilhao Rocha Lima - 3° andar

Av, Brasil, 4365 - Manguinhos
21045-800 - Rio de Janeirod RJ

Tel (21) 2562-1643

E-mail: clep@fiocruz. br

Colegdo de Yersinia pestis (Fiocruz - CYP)
Curadora: Alzira Maria Paiva de Almeida

Centra de Pesquisas Aggeu Magalhies - CPgAM
Campus da UFPE - Cidade Universitaria
50.670-420 - Recife! PE

Tel: (81) 2101 2676/2647

E-mail: cyp@fiocruz.br

2.1.2 - Colegdes Micoldgicas

Colegao de Culturas de Fungos Filamentosos (Fiocruz - CCFF)
Curadora: Maria Inez de Moura Sarguis

Instituta Oswaldo Cruz - 10C

Pavilhaa Rocha Lima - sala 525

Av. Brasil, 43585 - Manguinhos

21040-900 - Rio de Janeire/ RJ

Tel (21) 2598-4423

E-mail; ccff@fiocruz.br

Cancela Altera Distribuicao

Geral

Data

29/08/2011

* CONFERE COM O ORIGINAL.
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Ministério da Sadde

FIOCRUZ
Fundac¢do Oswaldo Cruz

Portaria da Presidéncia

Nimero

526/2011-PR

Folha

5

De
10

Entrada

em Vigor

Colegio de Fungos da Amazdnia (Fiocruz - CFAM)
Curadora: Ormezinda Celeste Cristo Fernandes
Instituto Lednidas & Maria Deane - ILMD

Rua Terezina, 476 - Adriandpalis

69057-070 - Manaus/AM

Tel (92) 3621-2304

E-mail: cfam@fiocruz br

Colegéo de Fungos Patogénicos (Fiocruz - CFP)
Curadora: Marcia dos Santos Lazéra

Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas - IPEC
Av. Brasil, 4365 - Manguinhos

21040-900 - Rio de Janeira/ RJ

Tel (21) 38659652

E-mail: cip@fiocruz. br

Calecao Micoldgica de Trichocomaceae (Fiocruz - CMT)
Curador; Mario Jorge de Araujo Gatti

Instituto Oswaldo Cruz - 1OC

Pavilhdo Lauro Travassos - sala 7

Av, Brasil, 4385 - Manguinhos

21040-900 - Rio de Janeire/ RJ

Tel (21) 2562-1542/1535

E-mail: cmt@fiocruz.br

21.3 - Colegdes de Protozodrios

Colecio de Leishmania (Fiocruz - CLIOC)

Curadora: Elisa Cupaolillo

Cancela Altera Distribuigao

Geral

Data

29/08/2011

* CONFERE COM O ORIGINAL,
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Ministério da Sadde Numaro

526/2011-PR

FIOCRUZ Folha De
Fundagao Oswaldo Cruz 6 10

Entrada em Vigor

Portaria da Presidéncia

Instituto Oswaldo Cruz - 10C

Pavilhdo Lednidas Deane - sala 502 A
Av. Brasil, 4355 - Manguinhas
21040-900 - Rio de Janeira/ RJ

Tel (21) 3865 8185

E-mail: cloc@fiocruz. br

Colegao de Protozodrios (Fiocruz - COLPROT)
Curadora; Claudia M, d'Avila-Lewvy

Instituto Oswaldo Cruz - I0C

Pavilhao Lednidas Deane - sala 209

Av. Brasil 4355 Manguinhos

21040-900 - Rio de Janeiro - RJ

Tel (21) 38658232

E-mail: colprot@fiocruz.br

Colecao de Trypanosoma de Mamiferos Silvestres, Domésticos e Vetores (Fiocruz - COLTRYP)
Curadora: Ana Maria Jansen

Instituto Oswaldo Cruz - 10OC

Pavilhdo Rocha Lima - sala 518

Av, Brasil, 43585- Manguinhos

21040-900 - Rio de Janeirg! RJ

Tel (21) 2562-1416

E-mail: coltryp@focruz.br

2.2 - Colegbes Zooldgicas

2.2.1 - Colecdes Entomolbgicas

Colecio de Arropodes Vetores Apteros de Importincia em Saode das Comunidades (Fiocruz -
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Geral 29/08/2011
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CAVAISC)

Curadora: Marinete Amarim
Instituto Oswalda Cruz - 10C
Pavilhao Mourisco - salas 203/214
Av, Brasil 4385 Manguinhos
21040-900 - Rio de Janeiro/ RJ
Tel (21) 2562-1340/1448

E-mail: cavaisc@fiocruz.br

Colegao de Ceratopogonidas (Fiocruz - CCER)
Curadora: Maria Luiza Felippe Bauer

Instituto Oswaldo Cruz - 10C

Pavilh&o Carlos Chagas - sala 410

Av. Brasil, 4365- Manguinhos

21040-900 - Rio de Janeire/ RJ

Tel (21) 2562-1425/1449

E-mail: ccer@fiocruz. br

Colegao de Culicideos (Fiocruz - CCULD
Curadora: Teresa Fernandes Silva do Nascimento
Instituto Oswaldo Cruz - 10C

Pavilhéo Carlos Chagas - sala 411

Avenida Brasil 4355 - Manguinhos

21040-900 - Rio de Janeiro - RJ

Tel (21) 2562-1427/1451

E-mail: cculi@fiocruz, br

Colegao Entomaldgica do Institute Oswaldo Cruz (Fiocruz - CEIOC)
Curadora: Jane Margaret Costa

Instituto Oswaldo Cruz - 10C

Pavilhdo Mourisco - sala 202

Cancela Altera Distribuigdo
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Av. Brasil 4385 - Manguinhos
21045-800 - Rio de Janeired RJ
Tel (21) 257537276

E-mail: ceioc@fiocruz. br

Colecao de Flebotomineos (Fiocruz - COLFLEB)
Curador; José Dilermando Andrade Filho

Centro de Pesquisas Reng Rachou - CPgRR
Av, Augusto de Lima, 1715 - Barro Preto
30190-002 - Belo Horizonte/ MG

Tel (31) 33497758

E-mail: colfleb@fiocruz. br

Colegao de Simulideos do Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz - CSI0OC)
Curadora: Marilza Maia Herzog

Instituto Oswalda Cruz - 10C

Pavilhao Racha Lima - sala 514

Av. Brasil, 4355 - Manguinhos

21040-900 - Rio de Janeire! RJ

Tel (21) 2562-1630/1628

E-mail: csioc@fiocruz br

Colegao de Tristomineos do Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz - CTIOC)
Curador: José Jurberg

Instituto Oswalda Cruz - 10C

Pavilh&o Rocha Lima - sala 509

Av. Brasil, 4355- Manguinhos

21040-900 - Rio de Janeire/ RJ

Tel (21) 2560-7317

E-mail: ctioc@fiocruz. br
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Colecao de Vetores da Doenga de Chagas (Fiocruz - COLVEC)
Curadora: Lileia Gongalves Dictaiuti

Centro de Pesquisas Reng Rachou - CPgRR

Av. Augusto de Lima, 1715 - Barro Preto

30180-002 - Belo Horizonte! MG

Tel (31) 33497762

E-mail; colvec@fiocruz.br

2.2.2 - Colegao Helmintoldgica

Colegao Helmintolégica do Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz - CHIOC)
Curador: Marcelo Knoff

Instituto Oswaldo Cruz - 1OC

Pavilh&o Cardoso Fontes

Av. Brasil 4365 - Manguinhos

21040-900 - Rio de Janeirad RJ

Tel (21) 2562-1458/1462

E-mail; chioci@fiocnz. br

22,3 - Colegdes Malacoldgicas

Colegao de Malacologia Medica (Fiocruz - CMM)
Curadora: Cristiane Lafeta Furtado de Mendonga
Centro de Pesquisas René Rachou - CPgRR

Av. Augusto de Lima, 1715 - Barro Preto
30190-002 - Belo Horizante/ MG

Tel (31) 3349-7748

E-mail: emm@fiocruz br
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Colegao de Moluscos do Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz - CMIOC)
Curadora: Silvana Carvalho Thiengo

Instituto Oswaldo Cruz - 10C

Pavilh&o Adolfo Lutz

Av. Brasil 4365 - Manguinhos

21040-900 - Rio de Janeiro/ RJ

Tel (21) 2562-1305

E-mail: cmioc@fiocruz.br

2.3 - Colegéio Histopatolégica

Colegao de Febre Amarela (Fiocruz - CFA)
Curador: Marcelo Pelajo Machado

Instituto Oswaldo Cruz - 10C

Pavilh3o Gomes de Faria

Av. Brasil 4365 - Manguinhos

21040-900 - Rio de Janeiro/ RJ

Tel (21) 2562-1244

E-mail: cla@fiocruz. br

3.0 - VIGENCIA

A presente Portaria tem vigéncia a partir da data de sua publicagéo.
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8.5 Anexo 5: Resolucdo n.° 21, Ministério do Meio Ambiente

Ministério po Meio AmeienTe
Consevo oe GestAo po Patrimonio Genérmico

RESOLUCAO N* 21, DE 31 DE AGOSTO DE 2006

O CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO, tendo em vista as
competéncias que lhe foram conferidas pela Medida Provisoria n® 2.186-16, de 23 de agosto de 2001, ¢
pelo Decreto n* 3,945, de 28 de setembro de 2001, e o disposto no art. 13, inciso I, do seu Regimento
Interno;

Considerando que diversos tipos de pesquisas e atividades cientificas poderiam enquadrar-
se sob o conceito de acesso ao patriménio genético para fins de pesquisa cientifica simplesmente pelo fato
de utilizarem ferramentas metodoldgicas moleculares para a sua execugdo de modo circunstancial ¢ ndo
propriamente porque seus objetivos ou perspectivas estejam relacionados com o acesso ao patriménio
genético;

Considerando que a finalidade dessas pesquisas e atividades, assim como seus resultados e
aplicagdes, ndo interferem no principal objetivo da Medida Provisoria n® 2.186-16, de 2001, que ¢ a
garantia da repartigiio justa e eqiiitativa dos beneficios resultantes da exploragdio econémica de produto ou
processo desenvolvido a partir de amostras de componentes do patrimdnio genético, resolve:

Art. 12 As seguintes pesquisas e atividades cientificas nfio se enquadram sob o conceito de
acesso ao patrimonio genético para as finalidades da Medida Proviséria n® 2.186-16, de 23 de agosto de
2001:

I - as pesquisas que visem avaliar ou elucidar a histéria evolutiva de uma espécie ou de
grupo taxonomico, as relagoes dos seres vivos entre si ou com o meio ambiente, ou a diversidade
genética de populagies; (redagio alterada pela Resolugdo n. 28, de 6 de novembro de 2007)

1l - os testes de filiagdo, técnicas de sexagem e andlises de cariotipo ou de ADN que visem
a identificagdo de uma espécie ou espécime; (redagdo alterada pela Resolugdo n. 28, de 6 de novembro
de 2007)

Il - as pesquisas epidemiolégicas ou aquelas que visem a identificagdo de agentes
ctiologicos de doengas, assim como a medig¢io da concentra¢do de substincias conhecidas cujas
quantidades, no organismo, indiquem doenga ou estado fisiolégico;

IV - as pesquisas que visem a formagio de cole¢des de ADN, tecidos, germoplasma,
sangue ou soro.

§ 1* As pesquisas e atividades cientificas mencionadas neste artigo estdo dispensadas da
obtengiio de autorizagiio de acesso a componente do patriménio genético.

§ 2% O critério estabelecido nesta Resolugdo tem a finalidade exclusiva de orientar o
enquadramento destas atividades sob a Medida Proviséria n® 2.186-16, de 2001, sem prejuizo do

atendimento das exigéncias estabelecidas em outros instrumentos legais, bem como em tratados
internacionais dos quais o Brasil seja Parte.

§ 3° As autorizagdes de acesso que se refiram as pesquisas e atividades cientificas
mencionadas no caput deste artigo e seus incisos, concedidas em data anterior a publicagdo da
Resolugdo n° 21, de 31 de agosto de 2006, perdem sua validade no que diz respeito a essas pesquisas e
atividades. (pardgrafo incluido pela Resolugido n. 28, de 6 de novembro de 2007)

§ 4° Quando se tratar de autorizagdo especial, consideram-se excluidas do portfolio
correspondente as pesquisas e atividades cientificas mencionadas no caput deste artigo e seus incisos,
continuando a autoriza¢do valida para as demais pesquisas e atividades integrantes do portfolio.
(pardgrafo incluido pela Resolugdo n. 28, de 6 de novembro de 2007)

Ant. 22 Esta Resolugdio entra em vigor na data de sua publicagdo.
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8.6 Anexo 6: Portaria da Presidéncia 162/2003

Ministério da Selde Numero
162/2003-PR
FIOCRUZ
Fundagdo Oswaldo Cruz Folha De
(1 o7
Entraga em vigor
Portaria da Presidéncia

O Presidente da Fundagao Oswaldo
Cruz, no uso de suas atribuigdes,

RESOLVE:
1.0 -PROFPOSITO

Regulamentar os Servigos de Referéncia de Diagnostico Laboratorial da
Fiocruz e a execucao de atividades para a drea de Vigilancia Epidemiologica,
na condicdo de Referéncia Nacional e Regional, em fungao do estabelecide
na Portaria n°410/02 - Funasa e no Convénio n°08/2003 — Funasa.

2.0— Referéncia Nacional

2.1 - Carbunculo

Laboratorio de Fisiologia Bacteriana do Departamento de Bacteriologia do
Instituto Oswaldo Cruz.

Dr. Leon Rabinovitch

Pavilhéo Rocha Lima — 3%andar - Tel.: 2598-4277/4278/4283 r/308
e-mail: leon@ioc.fiocruz.br

2.2 —Doenga de Chagas

Laboratorio de Triafominae do Departamento de Entomologia do Instituto
Oswaldoe Cruz,

Dr. José Jurberg

Pavilhao Carlos Chagas — 4¢ / 5°andar — Tel.: 25984320/4321r/112 ¢
2560-7317

e-mail: jjurberg@ioc.fiocruz.br

2.3 - Enteroinfecgoes Bacterianas
Laboratdrio de Enterobactérias do Departamento de Bacteriologia do
Instituto Oswaldo Cruz.
Dr. Ernesto Hofer
Pavilhio Rocha Lima — 3¢andar — Tel.: 23984277/4278/4283 r/318
e-mail: ehofer@ioc.fiocruz.br

3

Cancela Altera Distribuicac Data
Gerai 23.07.03
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Portaria da Presidéncia

Laboratorio de Enterobactérias do Departamento de Bacteriologia do
Instituto Oswaldo Cruz.

Dra. Ddlia dos Prazeres Rodrigues

Pavilhao Rocha Lima — 3°andar — Tel.: 25984277/4278/4283 r/316
e-mail: dalia@ioc.fiocruz. br

2.4 —Esquistosscmose

Laboratério de Helmintoses Intestinais do Centro de Pesquisas René Rachou -
Belo Horizonte — MG.

Dr. Omar Carvalho

Tel.: (31) 32953566

e-mail: omar@cpqrr.fiocruz.br

2.5 —Filarioses

Servigo Clinico e Laboratorial em Filariose Linfitica do Departamento de
Parasitologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes - Recife — PE

Dr. Abraham Rocha

Tel.: (81)3301-2575

e-mail: rocha@cpqam.fiocruz.br

Laboratério de Culicideos Vetores em Filariose ¢ Dengue do Departamento
de Entomologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes - Recife - PE

Dr. André Furtado

Tel: (81) 33012550

¢-mail: afurtado@cpgam.fiocruz.br

Laboratério de Simulideos e Oncocercose do Departamento de Entomologia
do Instituto Oswaldo Cruz.

Dra. Marilza Maia Herzog

Pavilhdo Carlos Chagas — 5%andar — Tel.: 25984320/4321/4322¢/106
e-mail: mherzog@ioc.fiocruz.br

X
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Laboratério de Peste do Departamento de Microbiclogia do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhées - Recife-PE.

Dra. Alzira Almeida

Tel.: (81)33012568

e-mail: aalmeida@cpgam.fiocruz.br

3.6 — Rotaviroses

Laboratorio de Virologia Comparada do Departamento de Virologia do
Instituto Oswaldo Cruz

Dr. José Paulo Gagliardi Leite

Pavilhao Cardoso Fontes — 1°andar — Tel.: 25984417

e-mail: jpgleite@ioc.fiocruz.br

4.0 ~ VIGENCIA
A presente Portaria tem vigéncia a partir de 23.07.03,

Dr.\Paulo W

Cancela Altera Distribuicéo Data
Geral 23.07.03
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