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RESUMO 

A esquistossomose é uma doença parasitária acometida por milhões de pessoas no mundo. Essa parasitose é 
transmitida por caramujos que servem de hospedeiros intermediários de helmintos digenéticos. A identificação 
correta das espécies transmissoras pode auxiliar no conhecimento epidemiológico da doença. Contudo, métodos 
convencionais de classificação podem ter resultado duvidoso, devido à variação intraespecífica entre os espécimes. 
Em virtude disso, esta revisão teve como objetivo descrever as principais técnicas moleculares que podem ser 
aplicadas, assim como o aprimoramento dos métodos ao longo do tempo. A PCR é uma técnica desenvolvida 
através da polimerização de DNA em cadeia realizada in vitro, onde se amplifica o DNA em múltiplas cópias, por 
replicação enzimática, sem necessidade de um organismo vivo. Na PCR, em tempo real, as fases de amplificação, 
detecção e quantificação são totalmente automatizadas, ocorrendo em simultâneo. Com a evolução da técnica 
convencional, foi surgindo a Proteína C Reativa – Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restrição 
(PCR-RFLP), os microssatélites, e a PCR-RAPD. Através dessas variantes foi possível classificar, com precisão, 
as espécies transmissoras, fazer as análises da variabilidade genética intraespecífica e ampliar os estudos 
filogenéticos das populações. O conhecimento da aplicação de técnicas moleculares pode auxiliar em pesquisas 
relacionadas à epidemiologia e ao controle populacional dos vetores transmissores da esquistossomose mansônica. 
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ABSTRACT 

Schistosomiasis is a parasitic disease that affects millions of people worldwide. This parasitosis is transmitted by 
snails that serve as intermediate hosts for digenetic helminths. The correct identification of the transmitting species 
can help in the epidemiological knowledge of the disease. However, conventional methods of classification may 
present questionable results due to intraspecific variation between specimens. As a result, this review aimed to 
describe the main molecular techniques that can be applied, as well as describe the improvement of the methods 
over time. PCR is a technique developed through the polymerization of DNA strands carried out in vitro, where it 
amplifies the DNA in multiple copies by enzymatic replication, without needing a living organism. In real-time 
PCR, amplification, detection and quantification phases are fully automated, occurring simultaneousl. The 
evolution of the conventional technique resulted in the advent of Protein C Reactive - Restriction Fragment Length 
Polymorphism (PCR-RFLP), microsatellites, and Protein C Reactive – Random Amplification of Polymorphic 
DNA (PCR-RAPD). Through these variants it was possible to accurately classify the transmitting species, perform 
the analysis of intraspecific genetic variability and expand the phylogenetic studies of the populations. Knowledge 
of the application of molecular techniques can assist in research related to the epidemiology and population 
control of these vectors that transmit schistosomiasis mansoni. 

Keywords: Biomphalaria, snails, polymerase. 
 
 

INTRODUÇÃO 

Estima-se que entre 150 e 200 milhões de pessoas podem ser infectadas pela 
esquistossomose em algum estágio de desenvolvimento (WHO, 2016), sendo que 
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aproximadamente 280 mil indivíduos morrem por ano com essa doença (STEINMANN et al., 
2006). 

Essa parasitose é causada por trematódeos digenéticos do gênero Schistosoma spp., 
entretanto, somente algumas espécies são responsáveis pela enfermidade no mundo, sendo elas: 
Schistosoma haematobium, S. intercalatum, S. japonicum, S. mansoni e S. mekongi (COLLEY 
et al., 2014). Cada uma dessas espécies tem uma gama específica de hospedeiros 
intermediários, dentre eles os caramujos do gênero Biomphalaria. 

O estudo desses hospedeiros é importante para a interpretação de seus papéis na 
transmissão da esquistossomose e, sendo assim, para a orientação de medidas de controle 
adequadas a cada região e direcionadas aos caramujos. Conhecer detalhadamente as espécies a 
nível taxonômico permite o correto registro desses moluscos em uma determinada localidade e 
a detecção de possíveis áreas de transmissão da esquistossomose (TEODORO et al., 2011). 

As espécies tradicionalmente são identificadas utilizando métodos de análise da 
morfologia externa e/ou interna dos espécimes. Técnica que, em algumas ocasiões, torna o 
resultado duvidoso, quando ocorre grande variação intraespecífica nas características dos 
espécimes estudados (VIDIGAL et al., 2000a). A fixação inadequada e o tamanho reduzido da 
concha também podem dificultar o resultado de identificação quando se utiliza o procedimento 
morfológico (CARVALHO et al., 2008; CALDEIRA et al., 2009). Outra consideração a se 
fazer é quanto à semelhança de algumas espécies, da qual surgiu a necessidade de agrupar 
algumas em complexos (CARVALHO et al., 2008). 

Em virtude da expressiva variação biológica e morfológica que o gênero Biomphalaria 
pode apresentar, fez-se necessária a utilização de técnicas auxiliares para identificação e estudos 
de variabilidade genética (TEODORO et al., 2011). Desse modo, objetiva-se com este trabalho 
apresentar uma revisão das principais técnicas de biologia molecular utilizadas em hospedeiros 
intermediários da esquistossomose, enfatizando suas características e contribuições que podem 
auxiliar nas pesquisas taxonômicas. 
 
 

DESENVOLVIMENTO 

Caracterização da técnica do PCR 
A técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction − Reação em Cadeia da Polimerase) é 

desenvolvida através da polimerização de DNA em cadeia realizada in vitro, a qual consiste em 
um método de amplificação, isso é, criação de múltiplas cópias de DNA, por replicação 
enzimática, sem necessidade de um organismo vivo. Ou seja, é um processo através do qual o 
DNA poderia ser multiplicado artificialmente por meio de ciclos repetidos de temperatura, cuja 
reação seria catalisada pelo DNA polimerase. Essa técnica utiliza dois oligonucleotídeos 
iniciadores, que hibridizam com cadeias opostas e flanqueiam a sequência de DNA a ser 
amplificada (MOLINA e TOBO, 2004; OLIVEIRA et al., 2007). No fim de um ciclo de PCR, 
obtêm-se duas novas cadeias de DNA para cada alvo da dupla cadeia. Assim, duas novas 
cadeias são sintetizadas a partir da cadeia molde em cada ciclo completo da técnica de PCR, 
fazendo com que ocorra um crescimento exponencial, e, assim, havendo ao fim de n ciclos 2n 
vezes mais cópias do que havia no início (DELIDOW et al., 1993). 
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Posteriormente, ocorreu a evolução dessa análise molecular, com o surgimento da PCR 
em tempo real ou simplesmente qPCR. Essa nova técnica permite detectar o aumento da 
fluorescência durante a reação, devido à ligação do brometo de etídio às moléculas de DNA de 
dupla cadeia recém-sintetizadas (HIGUCHI et al., 1993). Nesse método, as fases de 
amplificação, detecção e quantificação são totalmente automatizadas, ocorrendo em simultâneo 
e em tempo real (HEID et al., 1996). Os compostos fluorescentes adicionados ao DNA geram 
um sinal de fluorescência, diretamente proporcional à quantidade de produto amplificado ao 
longo das diferentes fases. A fase de crescimento exponencial é considerada a melhor para se 
estudar a reação, devido à elevada eficiência registrada, uma vez que a relação entre a 
quantidade de produto e do input de DNA é mais consistente. Por esse motivo, os dados de 
fluorescência são geralmente recolhidos desde o início do processo de amplificação (KUBISTA 
et al., 2006). 
 
Aplicação da PCR em caramujos do gênero Biomphalaria 

Nos primeiros estudos realizados em caramujos do gênero Biomphalaria, testou-se 
uma técnica de baixa adstringência da reação em cadeia da polimerase (PCR-LS), que permitiu 
a diferenciação de B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea. Contudo, a B. straminea mostrou 
perfis diferentes entre as populações (VIDIGAL et al., 1996). Mais tarde, a PCR-LS seria 
utilizada para identificar B. tenagophila e B. occidentalis, mas os perfis gerados eram muito 
complexos, além da presença de outros perfis, o que dificultava a identificação (CALDEIRA et 
al., 2009). 
 
Surgimento da PCR-RFLP 

As dificuldades observadas na PCR-LS permitiram que fosse desenvolvida a PCR-
RFLP (PCR Restriction fragment length polymorphism - Polimorfismo no Comprimento de 
Fragmentos de Restrição). Esse é um método que utiliza enzimas de restrição para detecção de 
mutações e polimorfismos genéticos (VAS, 1992). As enzimas de restrição reconhecem sítios 
específicos na sequência do DNA, que é clivada somente quando o sítio está presente, gerando 
fragmentos de vários tamanhos, que são separados e analisados por eletroforese. 

Originalmente, esse método foi utilizado no Southern Blot para detecção de grandes 
fragmentos de DNA. Nessa aplicação, o DNA genômico é fragmentado utilizando-se enzimas 
de restrição, e os fragmentos são separados por eletroforese em gel de agarose de alta resolução. 
Mais tarde, com a técnica aperfeiçoada, foi possível analisar fragmentos de tamanhos menores 
(SHI, 2001). Os fragmentos hibridizados são identificados por autorradiografia ou outro sistema 
de detecção. Com a inovação, os fragmentos são separados por eletroforese em gel de agarose 
ou acrilamida e detectados diretamente pela coloração com brometo de etídeo ou outro corante 
fluorescente (CHEN e VIOLA, 1991). 

Essa técnica foi utilizada, com sucesso, na identificação das espécies brasileiras do 
gênero Biomphalaria (Vidigal et al., 2000a), em que se utilizou região espaçadora transcrita 
(ITS), através do uso inicial da enzima de restrição DdeI (CALDEIRA et al., 2009). Nesse 
estudo, os autores amplificaram a região espaçadora interna do gene do rRNA, constituído de 
três regiões conservadas 18, 5.8 e 28S, além de duas regiões espaçadoras (ITS1 E ITS2). Em 
uma pesquisa,  na qual utilizaram o PCR-RFLP com sete enzimas  de  restrição diferentes,  foi  
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observado que esta técnica identifica e diferencia as espécies de Biomphalarias que fazem parte 
do complexo Tenagophila (B.t. guaibensis, B.t. tenagophila e B. occidentalis), sendo que B.t. 
tenagophila apresenta perfil mais heterogêneo, mostrando algumas bandas polimórficas quando 
comparadas a populações do Brasil e da Argentina (SPATZ et al., 1999). Os perfis obtidos com 
as mesmas sete enzimas estimaram a similaridade entre essas espécies, sugerindo, através da 
análise do agrupamento, que B.t. guaibensis é mais intimamente relacionada à B. occidentalis 
do que com B.t. tenagophila, indicando que B.t. guaibensis e B. occidentalis podem ser 
consideradas como táxons irmãos (SPATZ et al., 1999). 

No primeiro relato de B. glabrata, no Rio Grande do Sul, foram identificados, na 
mesma localidade dessa espécie, as espécies B. occidentalis e B. t. guaibensis (CARVALHO et 
al., 1998), demonstrando que podem compartilhar os mesmos habitats, sem haver competição 
entre si. Com isso, destaca-se a importância da identificação molecular de moluscos 
Biomphalaria, pois, através da técnica de PCR-RFLP, foi possível identificar o perfil específico 
de B. t. guaibensis, com padrão de bandas muito diferente do observado em B. glabrata 
(VIDIGAL et al., 2000b), permitindo afirmar, com certeza, a espécie identificada. 

Em um estudo, onde se utilizou a PCR-RFLP para diferenciar as espécies do complexo 
B. straminea e estimar a distância genética entre elas, percebeu-se que B. intermedia é mais 
relacionada com B. straminea e B. kuhniana do que com B. peregrina (CALDEIRA et al., 
1998). Pesquisa semelhante foi desenvolvida para as espécies B. oligoza, B. orbignyi e B. 
peregrina, originárias de diferentes localidades da Argentina, do Brasil e do Uruguai (SPATZ 
et al., 2000), obtendo excelentes resultados na diferenciação e identificação das espécies. 

Em trabalhos de campo, é comum encontrar apenas a concha dos moluscos do gênero 
Biomphalaria spp., sem as partes moles, o que impossibilita a identificação e a detecção do S. 
mansoni. Além disso, encontram-se depositadas, em coleções malacológicas, diversas conchas 
que apresentam classificação duvidosa ou imprecisa. Para solucionar essas questões, foi 
desenvolvida uma estratégia para extração de vestígios do corpo do molusco existentes no 
interior de conchas vazias. 

Pesquisadores fazendo análises em uma quantidade significativa de indivíduos 
obtiveram sucesso na identificação de moluscos do gênero Biomphalaria spp., a partir de DNA 
extraído de traços de matéria orgânica de conchas depositadas em coleções malacológicas por 
até dez anos (CALDEIRA et al., 2004). Utilizou-se, como padrão de comparação, o DNA 
extraído das respectivas partes moles desses moluscos, armazenados a -20ºC desde 1992. O 
DNA obtido da concha e do padrão de comparação foi submetido à técnica PCR-RFLP. Dessa 
forma, pôde-se observar os perfis específicos de B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea 
(CALDEIRA et al., 2009). Contudo, essa técnica não teve bons resultados em estudos 
populacionais e filogenéticos. Sua limitação está relacionada à falta de detecção de variação 
genética entre indivíduos da mesma espécie e de padrões fenotípicos nas bandas de gel entre 
espécies diferentes (PAVAN e MONTEIRO, 2014). 
 
Microssatélites (SSR) e suas aplicações 

A PCR, então, passou por mais uma variação, fazendo surgir a SSR-PCR 
(microssatélites) ou Repetições de Sequência Simples. Essa técnica foi muito utilizada para 
estudar variabilidade genética de B. straminea, B. intermedia e B. kuhniana,  espécies  que per- 
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tencem ao complexo B. straminea. Foi observado que os indivíduos mais relacionados 
pertencem à mesma espécie e localidade, e os indivíduos de diferentes localidades, porém de 
mesma espécie, apresentaram clara heterogeneidade. Usando o método de distâncias UPGMA 
(Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages), para construir árvores 
filogenéticas, obtiveram-se excelentes resultados, indicando que a técnica é muito eficiente para 
estudos intraespecífico e intrapopulacional do complexo B. straminea (CALDEIRA et al., 
2001). 

Os microssatélites são sequências curtas de DNA, contendo no máximo repetições de 
6 pb e comprimento total geralmente não excedendo a 200pb. Regiões contendo SSRs são 
amplificadas através da PCR utilizando-se um par de iniciadores específicos que flanqueiam o 
microssatélite (CALDEIRA et al., 2002). São loci altamente polimórficos, que podem ser 
usados para estudos de estruturas de populações e características evolutivas, como por exemplo, 
do caramujo transmissor da esquistossomose B. glabrata. Em um estudo realizando isolamento 
e caracterização do primeiro loci microssatélite de B. glabrata, concluiu-se que B. glabrata da 
América do Sul tem maior afinidade com espécies africanas do que outras espécies neotropicais, 
sendo a B. tenagophila a mais distante (JONES et al., 1999). 

Contudo, vários outros estudos genéticos foram realizados para verificar se existem 
diferentes níveis de reprodutividade em populações de Biomphalaria, geograficamente 
distintas. Como exemplo disso, foi realizado um trabalho, em que avaliaram a técnica de SSR-
PCR para determinar a variabilidade genética de oito populações brasileiras distintas de B. 
glabrata. Foi observado, nesse trabalho, que a variabilidade genética foi maior entre populações 
do que dentro da população, e sem diferenças significativas entre populações de laboratório e 
de campo (CAMPOS et al., 2002). Com isso, foi possível concluir que o microssatélite é um 
método molecular alternativo em estudos populacionais de B. glabrata. Em outro estudo, 
observou-se a variação de microssatélites de B. glabrata em duas populações da Venezuela 
Central. Também, foi testado o desequilíbrio genotípico em 40 situações, sendo observado que 
apenas quatro pares apresentaram desvios significativos das expectativas casuais (MAVÁREZ 
et al., 2000). 
 
A amplificação aleatória de DNA polimórfico (RAPD) 

Outra análise alternativa é a técnica de PCR-RAPD (polimorfismos de DNA 
amplificados aleatoriamente), que amplifica regiões do DNA sem a necessidade do 
conhecimento prévio das sequências do organismo em estudo, portanto, não necessita de 
iniciadores específicos. Os produtos polimórficos são gerados pela amplificação de fragmentos 
do DNA através de pequenos iniciadores de sequências aleatórias e sob condições de baixa 
estringência (WILLIAMS et al., 1990). O iniciador utilizado em cada reação produzirá 
fragmentos através do seu anelamento e distribuição ao acaso dentro do genoma. Os 
polimorfismos detectados pela PCR-RAPD podem ter origens em inserções ou deleções no sítio 
de ligação do iniciador, o que poderia alterar o tamanho final desses fragmentos ou, até mesmo, 
gerar novos locais de ligação dos iniciadores (WILLIAMS et al., 1990). 

Essa técnica foi utilizada em estudos relacionados à variabilidade genética de alguns 
organismos, como: Lutzomyia spp. (MARGONARI et al., 2004), nematóides (COFCEWICZ et 
al., 2004), moluscos do gênero Lymnaea spp. (CARDOSO et al., 2006), dentre outros. 
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Em relação aos moluscos do gênero Biomphalaria spp., diversos estudos já foram 
realizados utilizando a técnica de PCR-RAPD (CARVALHO et al., 2001). Esses autores 
estudaram a variabilidade genética de populações de B. glabrata, B. tenagophila, B. 
occidentalis, de várias regiões do Brasil, e encontraram uma baixa variabilidade 
intrapopulacional e uma alta variabilidade interpopulacional. Pesquisas realizadas com 
marcadores genéticos ligados à resistência em B. glabrata observaram bandas polimórficas 
somente na linhagem suscetível (SPADA et al., 2002). Entretanto, quando se analisa a 
variabilidade genética de B. tenagophila, pode-se encontrar diferenças intrapopulacionais entre 
moluscos suscetíveis e resistentes (ABDEL-HAMID et al., 1999). Em análises feitas com 
genoma de S. mansoni e de B. glabrata, observou-se um maior polimorfismo intraespecífico 
no molusco em relação ao parasito. Pode-se constatar, ainda, o importante papel da genética do 
molusco hospedeiro e sugere-se que esta pode ser mais importante que a do parasito na 
determinação da epidemiologia da esquistossomose (SIMPSON et al., 1995). 

A técnica de PCR-RAPD possui um grande potencial para detectar polimorfismos e, 
sendo uma ferramenta de baixo custo, torna-se acessível a muitos laboratórios, permitindo a 
estimativa de parâmetros genéticos em um curto espaço de tempo (LACERDA et al., 2002). 
 
Epidemiologia 

Em virtude do gene COI apresentar níveis de divergência para estudos de diferenciação 
entre espécies (ROUGERIE et al., 2009) e ser considerado um dos mais indicados para 
caracterização específica de organismos (HEBERT et al., 2003), assim como para estudos de 
genética populacional e análises filogenéticas, a sequência nucleotídica desse gene vem sendo 
proposta de base para criação de um código de barra (HEBERT et al., 2003). 

As Biomphalarias, com cerca de 37 espécies registradas, estão amplamente 
distribuídas pela América do Sul, América Central, Sul dos Estados Unidos, África, Sudoeste 
da Ásia (Arábia Saudita e Iêmen) (CARVALHO et al., 2008), além de sua introdução no 
continente Europeu (MAJOROS et al., 2008). No Brasil, ocorrem 11 espécies e uma subespécie 
de Biomphalaria, sendo três de importância na transmissão da esquistossomose: B. glabrata, 
B. tenagophila e B. straminea. Diversos estudos têm sido desenvolvidos com o intuito de 
ampliar o conhecimento genético acerca dessas espécies, relacionados a padrões filogenéticos 
e identificação (RAWLINGS et al., 2001). 
 
 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Em virtude da identificação de organismos ser um aspecto fundamental de diversos tipos 
de estudos biológicos, tais como ecologia, parasitologia, genética, entre outros; os métodos 
empregando técnicas moleculares têm sido utilizados ou aprimorados de forma rotineira, 
apresentando alta efetividade. No âmbito dessa tendência, a iniciativa da utilização de um 
código de barra de DNA (DNA barcode) vem sendo largamente implementada com o intuito 
de fomentar a padronização dos métodos moleculares utilizados para identificar espécies de 
organismos vivos, e aumentar a escala com que identificações confiáveis possam ser realizadas. 
Sendo assim, o conhecimento de técnicas de análises genéticas aplicadas a hospedeiros 
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intermediários de parasitoses pode auxiliar em pesquisas relacionadas à epidemiologia e 
controle populacional desses vetores transmissores da esquistossomose mansônica. 
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