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Resumo

Taenia saginata é um parasito que utiliza em seu ciclo de vida bovinos como hospedeiro
intermediario ¢ humanos como hospedeiro definitivo, mesmo estando amplamente
distribuido no pais, pouco se sabe sobre a histéria evolutiva, diversidade genética e
estrutura populacional deste parasito. Este estudo objetivou avaliar a diversidade genética
de T. saginata e sua estrutura populacional no Rio Grande do Sul. Assim sendo, foram
coletadas lesdes de 7. sagianta em bovinos de um frigorifico na regido central do Rio
Grande do Sul, que foram dissecadas isolando apenas o cisticerco para o processo de

isolamento de DNA por meio do protocolo de fenol-cloroférmio, seguindo para a
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amplificagdo e sequenciamento do gene citocromo C oxidase subunidade 1 (COI). Das
amostras do Rio Grande do Sul foi possivel encontrar 4 haplotipos em 35 sequéncias, que
apresentaram pouca diversidade nucleotidica (0,001) e haplotipica (0,418) além de
apresentar valor de Fsr = -0,080, o teste de neutralidade de Tajima apresentou valor de
D= -1,41 mostrando que a fonte diversificadora esta dentro da populagdo. Ja a rede de
haplotipos, apresentou padrao starlike. Estes dados estdo de acordo com uma colonizagdo
recente do parasito, provavelmente introduzido no Brasil por meio de bovinos da Eurésia,
a similaridade entre as sequencias pode estar relacionada a um efeito de bootleneck e o
padrao starlike demonstra recentes eventos de expansao populacional, além disso a baixa
diversidade também pode estar relacionada ao transito intenso de animais dentro do Rio

Grande do Sul.

Palavras- chave: Estrutura genética; Cisticercose; mtDNA; Parasitologia.

1. Introducgao

Parasitos do género Taenia pertencem ao filo Platyhelminthes, classe Cestoda,
subclasse Eucestoda e familia Taenidae, sendo comumente chamadas de ténias. A
primeira descri¢do deste parasito aconteceu em 1758 por Linnaeus, porém ha mengdes
destes parasitos desde a antiguidade, como relatos que apontam a presenca de ovos de
Taenia em mumias encontradas no Ira, datadas em 300 AC (Nezamabadi et al., 2013).

Historicamente ocorreram pelo menos dois eventos independentes de
transferéncia de hospedeiros silvestres para hominideos, um provavelmente por meio da
familia Felidae (7. saginata e T. asiatica) e outro da familia Hyaenidae (7. solium),
provavelmente antes do inicio da pecuéria (Hoberg, 2006). A manutengdo de ténias na

populagdo de humanos provavelmente se deu por meio de canibalismo, constituindo um
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ciclo humano — humano (DeFleur et al., 1999). Outra possivel hipdtese, esta relacionada
a domesticacdo de ungulados, que consequentemente originou ciclos sinantropicos e
propiciou a manutencdo do parasito (Hoberg et al., 2001).

Dentre as espécies de parasitos, 7. solium possui padrdes de dispersao mediados
por humanos que, por sua migracdo dos pontos de domesticacdo para outras regides
expandiram a distribuicio do parasito pela Europa e norte da Africa, chegando
posteriormente nas Américas (Hoberg, 2006). Mesmo o género Taenia apresentar
historias divergentes, 7. saginata também apresentou a similaridade da historia de
colonizagdo e translocacao de humanos ¢ bovino (Avise, 2000). O ciclo de vida de T.
saginata depende das relagdes entre presa e predador, neste caso, entre hospedeiro
definitivo (humanos) e intermediério (bovinos) (Rey, 2008).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) apresenta cisticercose e teniase como
doengas tropicais negligenciadas e no Brasil, ambas sdo subnotificadas. O Rio Grande do
Sul representa o 7° maior produtor de bovino do Brasil, e tem alcangado a prevaléncia de
aproximadamente 5% de lesdes registardas nas inspecdes sanitarias (Rio Grande do Sul,
2020).

Os marcadores de DNA mitocondrial tem sido uma ferramenta inicial para
descrever e delimitar taxons em nivel molecular. Estudos atuais mostram a variagao
genética da 7. solium e cisticercose humana, porém quando se trata de 7. saginata as
informagoes sdo limitadas em relagdo a variagao genética (ROSTAMI et al., 2015). O uso
de ferramentas moleculares pode auxiliar na correta identificagdo, € com isso ajudar no
manejo dos animais, fazendo com que as medidas de controle se tornem mais eficazes
(CAMPBELL et al., 2006). Pode-se desta forma, mais uma vez, perceber que conhecer
a estrutura genética dentro das postulagdes ¢ um informativo relacionado as possiveis

mudangas evolutivas futuras (ABUSEIR et al., 2018). Segundo Sanpool et al. (2017), nao
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¢ possivel estabelecer relagdes filogenéticas por conta da escassez de estudos e dados,
mostrando ainda mais a relevancia de realizar um estudo filogenético populacional de
Taenia spp. no Brasil.

A caracterizacdo molecular desse parasito ¢ importante tanto no ambito médico
quanto no veterinario, pois ¢ um fato determinante para entender a epidemiologia e
controle dessas infec¢des parasitarias, ainda mais considerando sua distribui¢do mundial
e consequente diversidade genética (ROSTAMI et al., 2015). Desta forma, o trabalho
busca elucidar e caracterizar genéticamente a espécie 7. saginata no Rio Grande do Sul,

estabelecendo sua diversidade intraespecifica e estrutura populacional deste parasito.

2. Metodologia

2.1 Amostragem

A amostragem de Cysticercus bovis foi realizada juntamente com a inspecao de
um frigorifico do Rio Grande do Sul, que recebe rebanhos de diferentes regides, assim
permitindo maior amplitude na amostragem. Os cisticercos foram coletados de cada
hospedeiro intermedidrio (bovino), sendo imediatamente armazenados em etanol
absoluto e conservados em temperaturas de - 20°C até a extracdo de DNA. A identificagao
de cada lesdao coletada foi identificada por municipio de origem do hospedeiro
intermediario. As lesdes foram dissecadas de forma a isolar apenas o cisticerco, buscando
retirar todo tecido bovino possivel.

2.2 Analise Molecular

O DNA mitocondrial foi acessado segundo protocolo de extracdo por fenol-
cloroféormio modificado (Green; Sambrook, 2012). O DNA isolado foi amplificado por
PCR para o gene da subunidade I do Citocromo ¢ oxidase (COI), assim um fragmento de

400 pb do COI foi amplificado por meio do primer  iniciador JB3 5'-
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TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3' e reverso JB4.5 5'-
TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG-3' (Bowles et al., 1992). As reagdes em cadeia
da polimerase (25uL) foram realizadas utilizando 1,5mM de MgCl2, 2mM cada um dos
dNTPs, 20 pmol de cada primer, 5 U Taq e cerca de 100 ng de DNA molde, sob o seguinte
perfil térmico: desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos; 35 ciclos a 95°C por 1 minuto,
50°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto; extensdo final de 72°C por 5 minutos. Os
amplicons foram purificado utilizando precipitagdo por Polietilenoglicol (PEG) 13% e
sequenciados por metodologia de Sanger, em ambas as dire¢des no sequenciador
Segstudio Genetic Analyzer.
2.3 Analise dos dados

Apds o sequenciamento, os eletroferogramas foram analisados e editados no
pacote Staden (Staden, 1996), sendo sua identificagdo confirmada por meio de BLASTn
(NCBI). Para o alinhamento das sequéncias, utilizou-se o algoritmo ClustalW
implementado no programa MEGA 7 (KUMAR et al., 2016). As amostras do Rio Grande
do Sul, foram dividas em quatro mesoregides, sendo essas: sudeste (trés amostras),
sudoeste (tr€s amostras), noroeste (cinco amostras) e cental (24 amostras). Além das
nossas sequéncias, foram utilizadas todas as sequéncias ja depositadas no GenBank
(Tabela 3), fazendo referéncia a 7. saginata para o gene COL

Os dados descritivos da variabilidade genética, diversidade haplétipica (Hd) e
diversidade nucleotidica (1), bem como o teste de Tajima D foram calculados no
programa DNAsp 6.0 (Librado; Rozas, 2009). Posteriormente, foi realizada a construgdo
de duas redes de haplotipos utilizando o software Network 5.0 (Bandelt et al., 1999),
ambas as redes de haplotipos consideraram o local de origem, sendo que uma constou
com todas as amostras mundiais, sendo divididas em Velho e Novo mundo; e a outra

constou com as amostras do Rio Grande do Sul, divididas em mesorregides. A
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distribui¢do hierarquica da diversidade genética dentro das populagdes amostrados foi

realizada por AMOVA.

3. Resultados

Foram analisadas 35 amostras do Rio Grande do Sul, sendo 24 sequéncias da
mesorregido central, cinco da mesorregido noroeste, trés da mesorregido sudeste e trés da
mesorregido sudoeste. Os sequenciamentos contabilizaram 336 pares de base (pb), nestes
foi possivel encontrar no Rio Grande do Sul quatro haplétipos, com diversidade
haplotipica de Hd=0,418 e nucleotidica de n=0,001 (Tabela 1).

A diversidade nucleotidica foi baixa nas mesorregides (Noroeste n= 0,001 e
Centro = 0,002), enquanto as mesorregides Sudeste e Sudoeste foram monomorficas.
Entretanto, a diversidade haplotipica variou de zero em mesorregides monomorficas até
Hd = 0,600 na mesorregido noroeste. O centro, apesar de apresentar o maior numero de
haplotipos apresentou Hd = 0,471. O teste de Tajima D apresentou P = -1,418 no estado
do Rio Grande do Sul e P =-2,510 para todas as amostras (Tabela 1).

A arvore de haplotipos mostrou um padrio starlike, onde o haplotipo RS1 foi o
mais frequente, e ¢ compartilhado com todas as mesorregioes do estado. A regido central
compartilha hapldtipos com as demais mesorregides (RS1 e RS2), e dois exclusivos RS3
e RS4. Ja a mesorregiao noroeste possui dois haplétipos, sendo um compartilhado com a
regido central (RS2) e o outro compartilhado com todas as mesorregides. As regides
sudoeste e sudeste possuem apenas um haplotipo (RS1) (Figura 1A).

A andlise das relacdes entre os haplotipos, mostrou a existéncia de um haplétipo
principal representado por 26 individuos (RS1) e presente em todas as regides, separado
por um passo mutacional com o haplotipo RS2 que representa as regides central e

noroeste, o haplotipo mais distante € o RS4, que esta separado por trés passos mutacionais
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do RS1. O haploétipo RS2 ¢ representado por sete individuos, dois da regido noroeste e
cinco da regido central, estando a um passo mutacional do haplétipo principal (RS1)
(Figura 1B). Ao relacionar as amostras deste estudo com as anteriormente depositadas no
GenBank, foi possivel encontrar 19 haplotipos em um padrao starlike. O haplétipo mais
frequente foi o H1, que ¢ encontrado tanto no Velho Mundo quanto no Novo Mundo,
enquanto nesta relacdo ainda héa dois haplotipos exclusivos do Rio Grande do Sul, o H2
(mesorregido central e noroeste) e H3 (mesorregido Central) (Figura 1A).

Em relacdo a estruturagdo populacional, a AMOVA apresentou valor maior de
fonte de diferenciacdo dentro da populacdo (108,10) do que entre populagdes (-8,10),
conforme Tabela 2. Além disso, o Fst que mede a diferenciagdo entre quaisquer
populacdes, e que varia de 0 para populagdes idénticas até 41 para populagdes totalmente
diferentes, apresentou valor de 0,08, indicando populagdes muito similares no Rio Grande

do Sul.

4. Discussdo

A lacuna de conhecimento quanto a genética de populagdes de Taenia saginata
torna-se perceptivel na andlise das amostras disponiveis no GenBank, as quais foram
provenientes de poucos trabalhos (11 ao total, incluindo muitos estudos de casos, como
por exemplo, o trabalho de Won, et al. (2019)), em especial do estudo de Sanpool, et al.
(2017) na Tailandia, que representa 40% das sequéncias depositadas. Este foi o primeiro
estudo relacionado a diversidade e estrutura populacional de Taenia saginata no Brasil,
em especifico Rio Grande do Sul. Entender as caracteristicas genéticas do parasito €
importante para elucidar questdes sobre: 1) a correta identificacdo, i1) manejo e iii)

controle do parasito (Rostami et al., 2015).
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Neste trabalho, observamos para as amostras do Rio Grande do Sul uma baixa
diversidade haplotipica (Hd = 0,418) e nucleotidica (x = 0,001), sendo possivel encontrar
quatro haplétipos para o Rio Grande do Sul em um total de 35 amostras (Figura 1B). A
rede de haplétipos apresentou padrdo starlike e a andlise de neutralidade de Tajima
(Tajima, 1989) apresentou valor de D = -1,41889. Em conjunto, estes dados sdo
compativeis com um efeito bootleneck seguido de uma expansdo populacional na
populacdo do Rio Grande do Sul. De maneira similar, o0 mesmo padrdo ¢ observado em
um estudo realizado na Tailandia, em que os autores concluem que as populagdes
estudadas se encontram parcialmente isoladas e sofrendo expansdes independentemente
(Sanpool et al., 2017).

Ao compararmos a diversidade genética encontrada em nosso estudo, adicionadas
a outros quatro da América do Sul (chamadas aqui de Novo Mundo), com a diversidade
de sequéncias proveniente do Velho Mundo, percebemos que ambas apresentam baixa
diversidade nucleotidica e haplotipica (Tabela 1). O valor do teste de Tajima para o
conjunto total de sequéncias (D =-2,510) sugere que mundialmente o parasito apresenta
eventos generalizados de expansdo populacional, isso também ¢é corroborado pela
estruturacao da rede de haplotipos (Figura 1A) que segue o padrao starlike. O mesmo
padrdo de expansdo populacional ¢ observado para outros parasitos do filo Plathelmintes,
como em Fasciola hepatica no Rio Grande do Sul (Schwantes et al., 2019). As sequéncias
do Rio Grande do Sul apresentaram 4 haplotipos em 35 sequéncias analisadas, porém ao
analisar estas sequéncias junto com as depositadas no GenBank, encontramos apenas 3
haplotipos do Rio Grande do Sul, isso se deve pois apds o alinhamento de todas as
sequéncias ocorreu a reducdo de pares de bases.

Este padrao de expansdo populacional a partir de bottlenecks consecutivos estao

de acordo com a biologia do parasito, uma vez que ele € introduzido em uma nova regiao,
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poucos haplétipos fazem parte da populagdo fundadora original, estes hapldtipos iniciais
acabam sofrendo mutagdes e consequentemente geram novos haplotipos (Avise, 2000).

Quanto a origem de Taenia saginata nas Américas, acredita-se que a principal
hipdtese esta relacionada com o transito de animais domésticos (bovinos) oriundos da
Eurasia e Africa (Hoberg, 2006). Na rede de haplotipos construida com sequéncias do
Novo e Velho Mundo (Figura 1A), pode-se perceber que ha um haplotipo principal (H_1)
que abriga a maior parte das sequencias mundiais, e também sequencias do Rio Grande
do Sul. Este compartilhamento de haplotipo nos leva a pensar na origem deste parasito,
provavelmente sendo a Eurasia (Hoberg, 2006).

Sabe-se que substituicdes nucleotidicas ndo sdo comuns e levam tempo para
acontecer, mas mesmo ao considerar as sequéncias mundiais, foram encontrados dois
haplétipos (H2 e H3) exclusivos do Rio Grande do Sul, estes estdo distantes um passo
mutacional do haplétipo principal (H1), uma situagdo semelhante de expansdo
populacional ja foi relatada para outros helmintos como para Fasciola hepdtica
(Schwantes et al. 2019).

A andlise de AMOVA do Rio Grande do Sul, demostrou que a maior parte da
diferenciagdo genética ¢ encontrada dentro das populagdes, € ndo entre as populagdes
(Tabela 2). Além disso, a auséncia de estruturacao populacional ¢ indicada pelo valor de
Fst-0.08095. Assim, pode-se sugerir que a estruturacao populacional estd baseada em
apenas uma populagdo ancestral ou pela dinamica populacional do parasito ¢ de seus

hospedeiros (transito intenso de hospedeiro intermediario e definitivo) (Sanpool, 2017).

5. Condiseragoes finais
Este estudo representa a primeira abordagem em relagdo a caracterizagao

molecular de 7. saginata no Brasil. Sendo perceptivel que a diversidade genética do
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parasito no Rio Grande do Sul ndo ¢ significativa, porém a fonte de diversificacdo esta
dentro da populacdo e a rede de haplotipos apresenta padrdo que indica expansdo
populacional, assim sendo necessario manter o acompanhamento a dindmica evolutiva
deste parasito ao longo do tempo. Conhecer estes dados possibilita 0 manejo adequado
da zoonose, tanto do ponto de vista de saude humana e animal, bem como para

acompanhar a dindmica evolutiva do parasita e suas possiveis variantes (Lopes, 2017).

Assim sendo, fica explicita a importancia de seguir o estudo com mais amostras;
principalmente das mesorregides Sudoeste, Sudeste e Noroeste, mas também de outros
estados do Brasil; bem como, utilizar mais marcadores moleculares para outros genes,
para assim elucidar com maior clareza os aspectos da dindmica populacional em nivel de

Brasil.
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Figura 1. Analise de rede de hapldtipos para o gene COI. A: as sequéncias estdo
agrupadas em Novo e Velho mundo. B: as sequéncias do Rio Grande do Sul foram
agrupadas segundo suas mesorregides. Em ambas as analises as cores correspondem as

respectivas localizagdes geograficas.



297  Tabela 1. Indices de diversidade de Taenia saginata utilizando o gene COI.

298
Nivel de divisao Mesorregiio N m h Hd
Sudoeste 3 - 1 -
Sudeste 3 - 1 -
Mesorregioes do Rio
Noroeste 5 0,00179 2 0,600
Grande do Sul
Centro 24 0,00202 4 0,471
Todas 35 0,00166 4 0,418
Tajima's D: -1,41889 P<0,10
Novo Mundo 39 0,00114 3 0,344
Continente
Velho Mundo 96 0.00176 17 0,374
Todas 135 0,00174 19 0,370
Tajima's D: -2,51093 P <0.001

299 N, nimero de amostras; 7, diversidade nucleotidica; h, imero de haplétipos; Hd, diversidade haplotipica.

300
301
302
303

304 Tabela 2. Resultados de AMOVA com base no gene COI de Taenia saginata do Rio
305  Grande do Sul.

Fonte de variacao Graus de liberdade Percentual de variacao (%)
Entre grupos 3 -8,10
Dentro das populacdes 31 108,10
Estatistica F Fs:  -0.08095

306

307
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Tabela 3. Tabela com todas as sequéncias depositadas no GenBank.

Numero de acesso Pais Gene
MN044594.1 China Col
KJ910288.1 Ird CoIl
MN337881.1 Eslovaquia COIl
MT074048.1 Camboja COIl
MK644934.1 Coreia do Sul COl1
MK644930.1 Coreia do Sul COl1
KY290372.1 Tailandia COlI
KY290371.1 Tailandia COlI
KY290365.1 Tailandia Col
KY290363.1 Tailandia COI
KY290362.1 Tailandia (601
KY290361.1 Tailandia ColI
KY290360.1 Tailandia Col
KY290358.1 Tailandia COlI
KY290357.1 Tailandia ColI
KY290356.1 Tailandia ColI
KY290355.1 Tailandia CoIl
KY290354.1 Tailandia COI
KY290353.1 Tailandia ColI
KY290352.1 Tailandia COlI
KY290351.1 Tailandia COlI
AB984351.1 China COI
AB821273.1 Japao Col
IN986712.1 Tailandia Col
IN986660.1 Tailandia COlI
IN986657.1 Tailandia COI
IN986659.1 Tailandia COlI
IN986647.1 Tailandia COl
AB645845.1 Japdo COlI
AB533172.1 China COlI
AB533169.1 China Col
AB465244.1 Japao COl1
AB465243.1 Equador COI
AB465240.1 Indonésia COI




AB465237.1 Etidpia COI
AB275143.1 Camboja COI
AB271695.1 Mongolia COI
AB107246.1 Brasil ColI
AB107244.1 Tailandia COI
AB107243.1 Nepal COI
AB107242.1 Bélgica COlI
AB107241.1 Etiopia COl1
AB107240.1 Indonésia COI
AB107239.1 China COlI
AB107238.1 Equador COI
AB107237.1 Brasil COlI
MT074050.1 Camboja Col
MK644932.1 Coreia do Sul COI
MK644933.1 Coreia do Sul Col
MK644931.1 Coreia do Sul COI
KY290373.1 Tailandia COI
KY290370.1 Tailandia COI
KY290369.1 Tailandia Col
KY290368.1 Tailandia CoIl
KY290367.1 Tailandia COlI
KY290366.1 Tailandia COI
KY290364.1 Tailandia COlI
AB984350.1 China COI
AB984348.1 China COI
AB984347.1 China ColI
JN986693.1 Tailandia COlI
JN986702.1 Tailandia COlI
IN986696.1 Tailandia COlI
JN986661.1 Tailandia ColI
IN986686.1 Tailandia COI
IN986682.1 Tailandia 60)1
IN986646.1 Tailandia (00)1
JN986658.1 Tailandia ColI
JX102911.1 Polonia COlI
MN452862.1 China COI
AB533173.1 Tailandia ColI
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AB533171.1 China Col
AB465242.1 Tailandia COI
AB465239.1 Tailandia CoI
AB465235.1 Tailandia COlI
AY684274.1 Coreia do Norte COl1
AB107245.1 Tailandia COI
AB066495.1 China Col
AB033409.1 Japao COl1
MT074049.1 Camboja COlI
KY290359.1 Tailandia COI
LC063349.1 Russia COlI
AB984346.1 China Col
JN986703.1 Tailandia COlI
AY195858.1 Coreia do Norte COI
AMS503326.1 Quénia Col
AB713906.1 Etiopia Col
AB713905.1 Etiopia COlI
DQ768207.1 Franga COlI
AB494480.1 Japao Col
GU097652.1 China COI
KJ123757.1 Ird COI
KF989493.1 Ird ColI
JQ756974.1 Ird ColI
JQ756969.1 Ird COI
MT998286.1 Ird COI
AB984352.1 China ColI
KJ123756.1 Ird Col
JQ756973.1 Ird COlI
JQ756972.1 Ird COI




