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Resumo 

 

O registro da única subespécie do gênero Biomphalaria no Brasil, 

Biomphalaria tenagophila guaibensis, foi realizado no sul do país por Paraense 

(1984). A subespécie foi assim classificada devido a similaridades morfológicas com 

Biomphalaria tenagophila, especialmente pela presença de uma bolsa vaginal. Esta 

característica é a principal diferença que distingue esta subespécie de Biomphalaria 

occidentalis, espécie com a qual apresenta, também, grandes semelhanças. 

Informações sobre esta subespécie são escassas, inexistem dados de cruzamento 

de B. t. guaibensis com B. tenagophila e com B. occidentalis e há apenas um 

experimento demonstrando que esta subespécie não infectou-se quando exposta a 

cinco miracídios/molusco da cepa SJ de Schistosoma mansoni. Estas lacunas geram 

dúvidas quanto à classificação taxonômica da subespécie, uma vez que estudos de 

relação filogenética demonstram uma afinidade maior de B. t. guaibensis e B. 

occidentalis do que com B. tenagophila. No intuito de ampliar os conhecimentos 

sobre esta subespécie, esta dissertação teve como objetivos 1) investigar possível 

cruzamento com as duas espécies crípticas, utilizando o caráter de albinismo e a 

técnica molecular de PCR-RFLP; 2) verificar a sua suscetibilidade a S. mansoni, com 

três diferentes cepas AL, SJ, e LE e 50 e 100 miracídios/molusco e 3) verificar a 

suscetibilidade dos moluscos F1 e F2 de possíveis cruzamentos. No cruzamento B. 

t. guaibensis X B. tenagophila albino, quatro albinos (27%) geraram F1 pigmentada, 

e o perfil molecular obtido foi de B. t. guaibensis, enquanto B. t. guaibensis x B. 

occidentalis não apresentaram evidências de cruzamento. Nos experimentos de 

exposição a S. mansoni, os moluscos B. t. guaibensis e os moluscos pigmentados 

F1 e F2 de B. tenagophila albino resultantes do cruzamento com B. t. guaibensis não 

se infectaram. Esses dados têm importância epidemiológica, uma vez que, afasta a 

possibilidade de focos da esquistossomose em regiões onde somente essa 

subespécie está presente. E ainda, foi demonstrado que o posicionamento de B. t. 

guaibensis como subespécie é válido, uma vez que houve cruzamento comprovado 

entre a B. t. guaibensis e a espécie B. tenagophila, e que, há isolamento reprodutivo 

entre B. t. guaibensis e B. occidentalis.  
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Abstract 

 

The registration of a single subspecies of the genus Biomphalaria in Brazil, 

Biomphalaria tenagophila guaibensis, was carried out in the south of the country by 

Paraense (1984). The subspecies was classified this way because of morphological 

similarities with Biomphalaria tenagophila, especially by the presence of a vaginal 

pouch. This feature is the main difference that distinguishes that subspecies of 

Biomphalaria occidentalis, a species with which also presents strong similarities. 

Information about this subspecies are scarce, there are no data crossing B. t. 

guaibensis with B. tenagophila and with B. occidentalis and there is only one 

experiment demonstrating that this subspecies is not infected when exposed to five 

miracidia/ mollusk of SJ strain of Schistosoma mansoni. These gaps create doubts 

about the taxonomy classification of subspecies, since studies of phylogenetic 

relationship show higher affinity of B. t. guaibensis with B. occidentalis than with B. 

tenagophila. In order to expand knowledge about this subspecies, this work aimed 1) 

to investigate possible crosses between the two cryptic species, using the character 

of albinism and the molecular technique of PCR-RFLP; 2) to verify their susceptibility 

to S. mansoni, with three different strains AL, SJ, and LE 50 and 100 miracidia/ 

mollusk and 3) verify the susceptibility of mollusks F1 and F2 of possible crosses. At 

the crosses B. t. guaibensis X B. tenagophila albino, four albino (27%) generated 

pigmented F1, and the molecular profile obtained was from B. t. guaibensis, while B. 

t. guaibensis x B. occidentalis showed no evidence of interbreeding. In the 

experiments of exposure to S. mansoni, the  B. t. guaibensis mollusks and the 

pigmented mollusks F1 and F2 of B. tenagophila albino resulting from crosses with B. 

t. guaibensis didn’t become infected. These data have epidemiological importance, 

since it removes the possibility of outbreaks of schistosomiasis in areas where only 

this subspecies is present. Furthermore, it was demonstrated that the positioning of 

subspecies B. t. guaibensis as valid, since there was shown the crosses between B. 

t. guaibensis and the species B. tenagophila, and there is reproductive isolation 

between B. t. guaibensis and B. occidentalis. 
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1.1 Aspectos gerais da esquistossomose 

Esquistossomoses são infecções parasitárias causadas por helmintos da 

classe Trematoda. Ao redor do mundo, mais de 600 milhões de pessoas estão em 

risco de contrair esquistossomoses e aproximadamente 200 milhões estão 

infectadas (WHO, 2005). As esquistossomoses são endemias que ocorrem em 76 

países e territórios, pertencentes à America do Sul, Ásia e África. Schistosoma 

mansoni (Sambon 1907) é o agente etiológico da esquistossomose mansoni, que no 

Brasil infecta aproximadamente seis milhões de pessoas e há 25 milhões em risco 

de contrair essa parasitose (WHO, 2008). O fato dessa parasitose ser negligenciada 

por autoridades políticas (Watts, 2008) constitui forte incentivo para estudos de 

vários aspectos da sua epidemiologia e controle (Rollinson & Simpson, 1987). 

Schistosoma mansoni apresenta um ciclo biológico complexo, pois envolve 

um hospedeiro definitivo e um intermediário. No hospedeiro definitivo, mamíferos, 

ocorre a reprodução sexuada e no hospedeiro intermediário, moluscos do gênero 

Biomphalaria, a reprodução assexuada. Estudos em hospedeiros intermediários são 

relevantes uma vez que permitem interpretar o papel destes moluscos na 

epidemiologia da esquistossomose mansoni e subsidiar os serviços de saúde na 

tomada de decisões sobre medidas de controle a serem implementadas em 

diferentes regiões. 

 

1.2 Moluscos do Gênero Biomphalaria 

As espécies do gênero Biomphalaria encontram-se no filo Mollusca, classe 

Gastropoda, subclasse Pulmonata, ordem Basommatophora e família Planorbidae. 

Os moluscos do gênero Biomphalaria foram caracterizados pela sistemática 

morfológica (Preston, 1910). Caracterizam-se por apresentarem concha em disco 

bicôncavo planispiral, com lados aproximadamente paralelos; última volta muito 

larga; umbigo aberto, porém superficial, orifícios genitais localizados do lado 

esquerdo do corpo. O termo Biomphalaria vem do latim bis: duas vezes + do grego 

omphalos: umbigo, em referência ao aprofundamento do giro central em ambos os 

lados da concha. A abertura da concha varia de acordo com a espécie e os giros 

são esculpidos apenas com estrias de crescimento (Paraense, 1975). 

No território brasileiro foram registradas, até o momento, onze espécies e 

uma subespécie de moluscos do gênero Biomphalaria: Biomphalaria glabrata (Say, 

1818); Biomphalaria tenagophila (Orbigny, 1835); Biomphalaria straminea (Dunker, 

1948); Biomphalari peregrina (Orbigny, 1835); Biomphalaria schrammi (Crosse, 
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1864); Biomphalaria kuhniana (Clessin, 1883); Biomphalaria intermedia (Paraense & 

Deslandes 1962); Biomphalaria amazonica Paraense, 1966; Biomphalaria cousini 

(Paraense, 1966); Biomphalaria oligoza Paraense, 1974; Biomphalaria occidentalis 

Paraense, 1981 e Biomphalaria tenagophila guaibensis Paraense, 1984. 

A grande responsável pela manutenção e disseminação do S. mansoni, no 

Brasil, é sem dúvida, B. glabrata, por se mostrar altamente suscetível, em 

decorrência da compatibilidade entre parasito-hospedeiro, e de sua larga 

distribuição. Biomphalaria straminea e B. tenagophila também são encontradas 

naturalmente infectadas pelo trematódeo. A infecção experimental em B. peregrina, 

B. amazonica e B. cousini aponta para o potencial dessas espécies em se tornarem 

hospedeiras intermediárias do trematódeo (Corrêa & Paraense 1971; Paraense & 

Corrêa 1973; Teodoro et al., 2010). 

 

1.2.1 Aspectos da biologia reprodutiva dos moluscos do gênero Biomphalaria 

Moluscos Biomphalaria são dotados de grande capacidade de adaptação a 

diversos tipos de coleções hídricas e com amplitude de distribuição geográfica típica 

das espécies dotadas de boa plasticidade biológica (Paraense, 1970). Assim, 

quando as condições do meio se tornam desfavoráveis, esses moluscos podem 

contar com peculiaridades que vão desde sua capacidade de enterramento, 

resistência à dessecação até o grande potencial reprodutivo (por autofecundação ou 

fecundação cruzada). Esses fatores determinam um rápido repovoamento dos 

criadouros, promovendo a manutenção da população local (Paraense & Deslandes, 

1955a).  

No que diz respeito ao aspecto reprodutivo dos moluscos, planorbídeos são 

hermafroditas, como os demais pulmonados (Larambergue, 1939 e Paraense & 

Correa, 1988), realizando tanto a autofecundação como a fecundação cruzada. A 

análise de desovas de moluscos albinos, coletadas no campo, revela, em sua 

maioria, descendentes pigmentados, o que nos leva a concluir que, nas condições 

naturais, existe preferência pela fecundação cruzada (Paraense, 1955). Estes dados 

foram confirmados mais tarde para Biomphalaria glabrata, quando ficou 

demonstrado que mais de 90% dos descendentes de albinos são pigmentados 

(Vianey-Liaud et al., 1991). Esse fluxo de genes entre dois moluscos de mesma 

espécie garante a variabilidade dentro da espécie e assegura a própria preservação 

(Paraense, 1956).  
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Depois da maturidade sexual, ovos e espermatozóides são formados no 

ovotéstis e liberados para o lúmen daquele órgão, e ambos viajam juntos ao longo 

do ducto hermafrodita. O auto-espermatozóide é estocado na vesícula seminal, e 

esse esperma acumulado será ejaculado através do canal hermafrodita. Estudos em 

B. glabrata já demonstraram que quando o auto-espermatozóide chega à vesícula 

seminal, são necessárias duas semanas para sua maturação e fertilização dos pares 

(Vianey-Liaud et al., 1991), enquanto alospermas (espermas da fecundação 

cruzada) chegam maduros e conseguem imediatamente fertilizar o par (Jarne et al., 

2011). Paraense (1976) demonstrou, em moluscos B. glabrata, que somente 

pequena parte do alosperma migra pelo canal feminino; o restante é destruído na 

espermateca. Além disso, o alosperma acumula-se no ovotéstis, onde é estocado 

por vários meses. Esse autor deduziu que os cruzamentos ocorrem no ovotéstis e a 

autofecundação na vesícula seminal, e que os espermatozóides não se misturam e 

deve haver um fator diferenciador de ambos.  

A ovoposição é geralmente noturna, sendo a massa de ovos depositada sob 

qualquer suporte sólido submerso, tais como folhas, plantas, pedras, conchas de 

outros planorbídeos, entre outros. A massa de ovos enrijece lentamente em contato 

com a água, apresentando, em menos de meia hora, aspecto de um disco elíptico, 

transparente, firme, porém flexível (Paraense, 1970). 

 

1.3 Identificação morfológica e molecular dos moluscos do gênero 

Biomphalaria 

Um dos aspectos importantes para implantação e direcionamento de ações 

de vigilância epidemiológica é a correta identificação das espécies de Biomphalaria 

presentes nas áreas de transmissão de esquistossomose, focos isolados ou em 

áreas potencialmente favoráveis ao estabelecimento da doença. 

Para identificação das espécies brasileiras de Biomphalaria, Paraense (1975, 

1981, 1984, 1988) utilizou os caracteres morfológicos da concha e dos sistemas 

genital e renal.  A reprodutibilidade das técnicas morfológicas, em alguns casos, é 

discutida devido à similaridade fenotípica entre espécies do gênero, quantidade 

insuficiente de moluscos coletados e inadequados procedimentos de fixação 

(Paraense, 1975). Um exemplo claro, foi a descrição, após estudos moleculares, da 

ocorrência de B. cousini no Brasil (Caldeira et al., 2010), anteriormente confundida 

com B. amazonica pelas semelhanças morfológicas, e com registro apenas em sua 

localidade tipo – Equador (Paraense 1966). 
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A combinação de métodos moleculares e morfológicos demonstra vantagens 

para uma correta sistemática, promovendo complementação dos dados e tornando-

os mais confiáveis (Hillis, 1987). De fato, o renomado malacologista brasileiro 

Wladimir Lobato Paraense enfatiza que tanto a taxonomia morfológica quanto a 

molecular, desde que corretamente aplicadas, atingem satisfatoriamente o mesmo 

objetivo (Paraense, 2003). A vantagem da abordagem molecular é sanar problemas 

antes considerados insolúveis pela metodologia tradicional, sobretudo quando 

apenas conchas ou moluscos mortos eram disponíveis (Caldeira et al., 2004) 

 Estudos com moluscos Biomphalaria utilizaram técnicas de isoenzimas 

(Mascara & Morgante, 1995; Paraense et al., 1992) e RFLP (Knight et al., 1991), 

entretanto as possibilidades oferecidas pelo desenvolvimento da reação em cadeia 

da polimerase – PCR (Saiki et al., 1985) contribuíram de maneira expressiva para 

incrementar o conhecimento taxonômico deste gênero. Na verdade três genes do 

RNA ribossomal são organizados em um grupo que incluem um gene da pequena 

subunidade (16S para 18S), um gene da grande subunidade (26S para 28S) e o 

gene 5.8S. Em adição, dois espaçadores transcritos internos, ITS1 e ITS2, 

encontram-se entre estes genes com um espaçador transcrito externo, ETS, na 5’ 

final do RNA transcrito.  Análises comparativas das sequências nucleotídicas do 

gene do RNA ribossomal e suas regiões espaçadoras são informativas em estudos 

filogenéticos, uma vez que existem regiões que sofrem taxas evolutivas distintas. 

Em geral, as regiões espaçadoras só não são mais conservadas que os genes, 

sendo que algumas (ITS1 e ITS2) vêm sendo utilizadas em estudos de 

relacionamentos filogenéticos entre taxa, que apresentaram divergências nos 

últimos cinquenta milhões de anos. Além disso, as variações nas regiões 

espaçadoras (ITS1 e ITS2) têm sido utilizadas para identificar espécies ou cepas, 

sendo um bom marcador em estudos de genética de população (Palumbi, 1996). 

 
1.3.1 Identificação morfológica e distribuição geográfica de B. tenagophila, B. 

t. guaibensis e B. occidentalis 

Paraense (1984), quando descreveu a subespécie, B. t. guaibensis, realizou 

comparação com B. tenagophila e com B. occidentalis, concluindo que as três são 

indistinguíveis pela morfologia das conchas, sendo diferenciadas por sutis 

peculiaridades, presentes nos órgãos do sistema genital, o que dificulta a 

identificação morfológica. 
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Biomphalaria tenagophila foi descrita originalmente na província de 

Corrientes, na Argentina (Orbigny, 1835), e ocupa vasta região geográfica na 

América do Sul (Paraense, 1984), sendo encontrada no Peru, Paraguai, Uruguai e 

no Brasil. Nesse último, nos estados: Bahia, Distrito Federal, Goiás, Mato Grosso, 

Minas Gerais, Rio de Janeiro, São Paulo, Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do 

Sul (Paraense, 1981; Paraense, 1972; Paraense, 1986). Apresentam conchas com 

até 35 mm de diâmetro e 11 mm de largura; sete a oito giros, carena (angulação 

longitudinal na lateral da concha) em ambos os lados, sendo mais acentuada à 

esquerda. Lado esquerdo geralmente mais côncavo que o direito. A presença da 

carena normalmente é vista nesta espécie, porém podem ser encontradas variações 

anatômicas que impedem que esta característica seja considerada preponderante 

na distinção de outras espécies. Superfície ventral do tubo renal lisa, sem crista. 

Parede ventral da vagina expandida em bolsa bem delimitada. Espermateca ovóide 

ou claviforme; duto quando bem delimitado, quase sempre um pouco mais curto que 

o corpo. Bainha do pênis relativamente delgada, porção média aproximadamente do 

mesmo diâmetro que a porção mais larga do canal deferente (Paraense, 1975). 

A subespécie Biomphalaria tenagophila guaibensis (Paraense 1984), foi 

assim denominada por ter sido encontrada no município de Guaíba, no estado do 

Rio Grande do Sul (RS). Desde sua a descrição até os dias de hoje, a subespécie 

tem sido reportada no RS e na parte média do Uruguai (Paraense, 1984; Pepe et al., 

2009). Para classificação de B. t. guaibensis como subespécie, Paraense (1984) 

utilizou o conceito de população local restrita geograficamente, que apesar de 

apresentar características morfológicas da espécie nominativa, difere 

taxonomicamente de outras subdivisões de uma espécie (Mayr et al., 1953 Apud 

Paraense 1984). Possui concha com seis giros, com tamanho de até 21 mm de 

diâmetro e até 7,5 mm de largura. O último giro apresenta uma carena, mais 

acentuada no lado esquerdo. A superfície ventral do tubo renal é lisa e sem crista. 

Parede vaginal com bolsa bem delimitada. Espermateca ovóide ou claviforme. 

Prepúcio pelo menos duas vezes maior que a bainha do pênis. Apresenta concha e 

órgãos do sistema genital semelhante à espécie nominativa, B. tenagophila. 

Distingue desta pelo aspecto do complexo peniano (prepúcio mais longo e 

proporcionalmente mais delgado em B. t. guaibensis), pela razão entre os 

comprimentos da bainha do pênis e do prepúcio, pela razão entre os comprimentos 

do complexo uterino e do complexo peniano, e por um coeficiente de diferença de 
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2,44 para a razão entre bainha do pênis e prepúcio e de 2,02 para a razão entre o 

complexo uterino e o complexo peniano (Paraense, 1984) 

Biomphalaria occidentalis (Paraense, 1981) já foi registrada no Brasil, nos 

estados do Acre, Amazonas, Rondônia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas 

Gerais, São Paulo, Paraná, Santa Catariana e no Rio Grande do Sul (Lima et al., 

Carvalho et al., 1998 e Spatz et al.,1999). Essa espécie também foi registrada no 

Paraguai, além dos estados argentinos do Chaco e Corrientes, aumentando ainda 

mais os limites geográficos desta espécie. Esses moluscos possuem concha com 

6,5 a 7 giros, diâmetro de até 21 mm e até 8 mm de largura. O último giro apresenta 

uma carena, mais acentuada no lado esquerdo. Lado direito e esquerdo côncavos. A 

superfície ventral do tubo renal também é lisa. Espermateca ovóide ou claviforme. 

Bainha do pênis menor e mais delgada que o prepúcio (Paraense, 1981).  A concha 

é indistinguível de B. tenagophila e de B. t. guaibensis (Paraense & Deslandes, 

1955a, Paraense, 1984), assim como a maioria dos órgãos do sistema genital. 

Biomphalaria occidentalis não possui bolsa na parede ventral da vagina, que é 

característica marcante em B. tenagophila e na sua subespécie B. t. guaibensis. 

Biomphalaria occidentalis e B. tenagophila são biologicamente separadas por 

absoluto isolamento reprodutivo (Paraense, 1981). Biomphalaria occidentalis e B. t. 

guaibensis distinguem-se, ainda, por diferenças significativas nas razões entre o 

complexo peniano e o complexo uterino. 

Paraense (1984), quando descreveu a subespécie B. t. guaibensis, fez alusão 

à futura publicação com cruzamentos, entre B. t. guaibensis e B. tenagophila e entre 

B. t. guaibensis e B. occidentalis, que trariam apoio adicional a classificação de 

subespécie. Entretanto, estes dados nunca foram publicados. 

 A distribuição geográfica no Brasil dessas três espécies está mostrada na 

figura 1, bem como o mapa de prevalência da esquistossomose. 
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Figura 1: Distribuição geográfica de Biomphalaria tenagophila (Bt), B. tenagophila guaibensis (Btg) e Biomphalaria occidentalis 

(Boc) no Brasil e a distribuição da prevalência da esquistossomose (Fonte: Gerência do Programa Nacional de Controle da 

Equistossomose/ Secretaria de Vigilância em Saúde/MS. 2008 - modificado) 

 

1.3.2 Identificação molecular de B. t. guaibensis 

A técnica de reação em cadeia da polimerase associada ao polimorfismo de 

tamanho de fragmentos de restrição (PCR-RFLP), direcionada para a região do ITS 

do rDNA e clivada com a enzima de restrição DdeI, usada comumente para distinção 

da maioria das espécies brasileiras de Biomphalaria (Vidigal et al., 2000), não 

diferencia os perfis B. occidentalis e B. t. guaibensis (Spatz et al., 1999). Assim, 
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Spatz et al (1999), utilizando essa mesma técnica, mas com a enzima de restrição 

AluI, distinguiu os perfis de B. tenagophila, B. t. guaibensis e B. occidentalis.  

 

Figura 2: Gel de poliacrilamida 6% com os perfis da PCR-RFLP, mostrando a digestão do rDNA ITS com a endonuclease AluI. 

Os perfis dos moluscos são: canaletas 1 a 6: B. tenagophila, canaletas 7 a 10: B. t. occidentalis e canaletas 11 a 14: B. t. 

guaibensis. Os marcadores moleculares estão mostrados do lado esquerdo da figura. As setas indicam os fragmentos espécie-

específicos (Spatz et al., 1999) 

 

A análise de reconstrução filogenética, baseada na sequência nucleotídica do 

ITS2 do gene rDNA de B. tenagophila, B. occidentalis e B. t. guaibensis, sugere 

estreita relação entre essas espécies (Vidigal et al., 2004), confirmando o 

agrupamento das mesma em um complexo (Spatz et al., 1999). Foi demonstrado, 

ainda, que B. t guaibensis possui mais afinidade com B. occidentalis do que com B. 

tenagophila, embora estes autores tenham sugerido a necessidade de comprovação 

do isolamento reprodutivo entre as mesmas. 

 

1.4 Isolamento reprodutivo e cruzamentos 

Embora a observação da evolução através do isolamento reprodutivo tenha 

sido foco de grande interesse desde a publicação da “Síntese Moderna”, sua 

quantificação muitas vezes não é um exercício trivial (Dillon et al., 2011). Talvez por 

isso, apesar desse instrumento ser muito valioso, ele tem sido pouco utilizado para 

esclarecer o limite entre as espécies e detectar áreas de hibridação. 

Entre os taxa de animais, os esforços para detectar isolamentos reprodutivos 

tem se concentrado em Drosophila (Coyne, 1989 e 1997), pássaros (Price & 

Bouvier, 2002; Lijtmaer et al., 2003), anfíbios (Tilley et al., 1990; Sasa et al., 1998) e 

peixes (Russell, 2003 e Mendelson, 2003).  
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A importância do isolamento reprodutivo, em termos práticos, se dá na 

descrição de espécies válidas, uma vez que o conceito mais difundido para espécies 

na atualidade é basedo nesse princípio, e não apenas no fenótipo (Mayr, 1942 Apud 

Wilson & Brown-JR, 1953). Assim, essa metodologia foi utilizada para separação da 

recém descrita espécie, B. occidentalis de B. tenagophila, que apresentaram 

absoluto isolamento reprodutivo (Paraense,1981). 

Essa observação do isolamento reprodutivo através de pareamentos, apesar 

de laboriosa, é relativamente simples de ser interpretada em espécies de animais 

com fertilização interna e cópula, especialmente em gastrópodes pulmonados de 

água doce (Jarne & Auld, 2006). O fato de moluscos Biomphalaria se 

autofecundarem é um aspecto a ser considerado, uma vez que, se ocorrer redução 

da fecundação cruzada, eles podem utilizar-se da autofecundação (Paraense, 1959). 

Neste caso, marcadores moleculares ou morfológicos são úteis para confirmar o 

estado das progênies (Jarne et al., 1993). Nos casos de fecundação cruzada entre 

espécies, a hibridação pode ocorrer em uma direção, enquanto a autofecundação 

ocorre quando se tenta realizar o cruzamento recíproco, determinando um 

isolamento reprodutivo unilateral. Além disso, muitas espécies praticam 

regularmente a autofecundação, mesmo na presença dos companheiros de sua 

própria espécie. Neste caso, o cruzamento é difícil de ser avaliado porque afeta uma 

fração pequena dos ovos produzidos (Paraense, 1959).  

A utilização de moluscos albinos, como marcador biológico, em pareamentos, 

é de grande importância e vem ocorrendo há décadas, por vários autores, em: 

Lymnaea peregra (Boycott et al., 1930); Bulinus truncatus (Larambergue,1939); 

Lymnaea stagnalis (Cain, 1956); B. glabrata e B. tenagophila (Paraense & 

Deslandes 1955 a), B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea (Mello-Silva et al., 

1998); B. tenagophila suscetíveis e resistentes (Rosa et al., 2006); B. amazonica e 

B. cousini (Teodoro et al., 2011). A produção de moluscos pigmentados pelo par 

albino, no pareamento entre albino versus pigmentado, indica ocorrência de 

cruzamento (Paraense, 1956), embora métodos mais modernos, como a biologia 

molecular, também possam ser usados. 

 

1.5 Suscetibilidade dos moluscos do gênero Biomphalaria a S. mansoni 

O parasitismo de moluscos pelo S. mansoni, mesmo sem infecção humana, é 

a razão pela qual essa interação deve ser um alvo relevante para a pesquisa 

(Bayne, 2009). 
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Os moluscos do gênero Biomphalaria têm enorme capacidade de 

protegerem-se de agentes estranhos devido à eficácia de seu sistema interno de 

defesa (Bayne, 2009). O nível de suscetibilidade de Biomphalaria à infecção por S. 

mansoni pode ser determinado por características genéticas do molusco, bem como 

do parasito. Além disso, a compatibilidade entre S. mansoni e seus hospedeiros 

intermediários é influenciada por fatores comportamentais e fisiológicos do molusco 

(Basch, 1976).   Embora a transmissão potencial seja modulada pela genética de 

ambos, parasito-hospedeiro, o genótipo do hospedeiro tem grande efeito na 

produção de cercárias (Jones-Nelson et al., 2011).  

Newton (1952) foi o primeiro a defender que a suscetibilidade de B. glabrata a 

S. mansoni tem caráter hereditário. Mais tarde ficou provado, por meio de 

cruzamentos entre caramujos resistentes e suscetíveis, que o caráter resistência do 

molusco à infecção, adquirido na maturidade, segue uma segregação mendeliana de 

caráter dominante (Richards, 1970). Assim, partindo de pressuposto que B. 

tenagophila da linhagem Taim apresenta resistência a todas as cepas de S. mansoni 

testadas em todas as fases do desenvolvimento do caramujo (Santos et al., 1979; 

Martins-Souza et al., 2003; Coelho et al., 2004), cruzamentos foram realizados entre 

estes e B. tenagophila Joinville (linhagem susceptível à infecção). Os resultados 

demonstraram que o caráter de resistência à infecção por S. mansoni nestes 

moluscos também é dominante (Rosa et al., 2005).   

Os tradicionais métodos parasitológicos de detecção de S. mansoni em 

moluscos do gênero Biomphalaria, exposição a estímulo luminoso e esmagamento 

entre duas placas de vidro, não são eficientes para detecção do parasito em 

períodos pré-patentes ou para exame de moluscos mortos. Assim, tem sido utilizada 

a técnica molecular LS-PCR (Low Stringency Polymerase Chain Reaction), que 

detecta o DNA de S. mansoni (Jannotti-Passos et al., 1997). Esta técnica molecular 

baseia-se na utilização de uma baixa estringência de anelamento, permitindo que os 

primers (ER e EF) se liguem inespecificamente amplificando uma região “tandem” 

repetitiva no DNA mitocondrial de S. mansoni.  Por meio desta técnica, já foram 

detectados DNA de S. mansoni até oito semanas após morte de moluscos 

infectados, ampliando a possibilidade de estudos epidemiológicos eficazes.   

Entre as espécies B. tenagophila e B. occidentalis e a subespécie B. t. 

guaibensis, apenas a primeira foi descrita como suscetível a S. mansoni (Paraense 

& Côrrea, 1978; Paraense, 1982; Souza & Jannotti-Passos 2001; Paraense & Côrrea 

1987), B. occidentalis mostrou-se resistente a diferentes tentativas de exposição a S. 
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mansoni (Paraense, 1982; Souza & Jannotti-Passos, 2001), e B. t. guaibensis não 

se infectou quando exposta a cinco miracídios/molusco da cepa SJ de S. mansoni 

(Paraense & Côrrea, 1987).  
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O registro da subespécie B. t. guaibensis no sul do Brasil foi feito por 

Paraense em 1984. Desde então, raros estudos foram realizados com esta 

subespécie. Diante do panorama nacional em que três espécies do gênero 

Biomphalaria (B. glabrata; B. tenagophila, B. straminea) são encontradas 

naturalmente infectadas pelo S. mansoni e três (B. peregrina, B. amazonica e B. 

cousini) são infectadas experimentalmente, faz-se necessário o estudo da 

suscetibilidade da subespécie B. t. guaibensis a S. mansoni, com o objetivo de 

avaliar sua importância epidemiológica na disseminação deste trematódeo. Outro 

importante aspecto é a avaliação do status de subespécie de B. t. guaibensis, que 

pode ser realizado por meio de pareamentos com B. tenagophila e com B. 

occidentalis, uma vez que essas três são morfológica e molecularmente 

semelhantes entre si e fazem parte do complexo Biomphalaria tenagophila. 
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3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a suscetibilidade de Biomphalaria tenagophila guaibensis a diferentes cepas 

de S. mansoni e seu posicionamento como subespécie. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

- Avaliar a suscetibilidade de B. t. guaibensis, através da exposição a 50 e 100 

miracídios das cepas LE, SJ e AL de S. mansoni;  

 

- Validar o posicionamento de B. t. guaibensis como subespécie através do 

pareamento entre: B. t. guaibensis (pigmentado) x B. occidentalis (pigmentado) e B. 

t. guaibensis (pigmentado) x B. tenagophila (albino); 

 

- Verificar a direção de transferência de espermatozóide nos casos de cruzamento 

comprovado; 

 

- Avaliar a suscetibilidade dos moluscos das gerações F1 e F2, originárias dos 

cruzamentos, através da exposição dos moluscos a 100 miracídios da cepa SJ de S. 

mansoni. 
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4.1 Moluscos 

Foram utilizados exemplares de B. t. guaibensis (Guaíba–RS), de B. 

occidentalis (Várzea das Flores, Betim-MG) e de B. tenagophila (Joinville–SC). 

Como controle, foram utilizados exemplares de B. glabrata originários do Barreiro de 

Cima–MG. Os moluscos foram criados e mantidos em colônias no Moluscário 

“Lobato Paraense”, do Centro de Pesquisa René Rachou (CPqRR), FIOCRUZ, em 

Belo Horizonte/MG, segundo condições previamente estabelecidas por Jannotti-

Passos et al (2008).  

 

4.2 Schistosoma mansoni  

Foram utilizadas as cepas LE, SJ e AL de S. mansoni, mantidas no Moluscário 

“Lobato Paraense” do CPqRR. A cepa LE de S. mansoni foi isolada de paciente em 

Belo Horizonte/MG em 1968. A cepa SJ foi isolada de moluscos B. tenagophila 

naturalmente infectados da região de São José dos Campos/SP, na década de 1960. 

A cepa AL foi isolada, em 1980, a partir de cercárias liberadas de B. glabrata 

procedentes do estado de Alagoas. A manutenção dos ciclos das diversas cepas de  

S. mansoni são realizadas através de sucessivas passagens por hamsters 

(Mesocricetus auratus) e B. glabrata, de acordo com a técnica descrita por Pellegrino & 

Katz (1968) e modificado por Jannotti-Passos et al (2008). 

 

4.3 Exposição de moluscos às diversas cepas de Schistosoma mansoni 

A exposição individual dos moluscos foi realizada segundo Jannotti-Passos et 

al (2008). O número de moluscos, miracídios e cepas de S. mansoni utilizados no 

experimento estão mostradas na tabela 1. Como controle de infecção, foram 

utilizados exemplares de B. glabrata expostos a 10 miracídios/molusco. Como 

controle de mortalidade foram utilizados 10 moluscos de cada espécie das mesmas 

localidades e mesmos diâmetros, não infectados.  
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Tabela 1: Molusco, quantidade, diâmetro e número de miracídios/molusco utilizados no experimento de exposição 
individual de Biomphalaria a S. mansoni (cepas LE, SJ e AL) 

Molusco 
Número 

de 
moluscos 

Diâmetro 

(mm) 

Número de 
miracídios/molusco 
das cepas LE/SJ/AL 

Biomphalaria tenagophila guaibensis 50 4-6 50/100  

B. t. guaibensis (controle de mortalidade) 10 4-6 - 

Biomphalaria glabrata (controle de infecção) 50 6-8 10  

B. glabrata (controle de mortalidade) 10 6-8 - 

 

 

4.3.1 Exame dos moluscos 

O primeiro exame, por estímulo luminoso (Jannotti-Passos et al., 2008), foi 

realizado 30 dias após exposição aos miracídios. Os moluscos foram examinados 

semanalmente até completarem 80 dias da exposição. Ao final deste período, os 

moluscos negativos foram esmagados entre duas placas de vidro para verificação 

da presença de cercárias e/ou esporocisto. Os moluscos B. t. guaibensis e B. 

glabrata (controle) expostos ao S. mansoni, que morreram durante o experimento 

foram criopreservados e posteriormente submetidos a exame molecular pela técnica 

de reação em cadeia da polimerase em baixa estringência de anelamento (LS-PCR) 

(Jannotti-Passos et al., 1997), como descrito no item 4.3.3, para possível detecção 

do DNA do parasito. 

 

4.3.2 Cálculo da taxa de infecção e de mortalidade  

O cálculo da taxa de infecção foi realizado utilizando a seguinte expressão: 

 

Taxa de Infecção = Número de moluscos positivos X 100 

  Número total de moluscos examinados 

 

O cálculo da taxa de mortalidade foi realizado, utilizando a seguinte expressão: 

 

Taxa de mortalidade = Número de moluscos vivos ao final do experimento X 100 

    Número de moluscos no início dos experimentos  
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4.3.3 LS-PCR 

A LS-PCR é uma variação da PCR que utiliza um par de iniciadores 

específicos em baixa temperatura de anelamento para amplificação do DNA 

mitocondrial de S. mansoni. Os iniciadores utilizados são ER (5’ - 

ACCTACCGTACTATGACG) e EF (5’ - GGTTTCTTAGTGTTATAGCC). As 

condições gerais da reação, como reagentes e suas concentrações, foram as 

mesmas utilizadas por Jannotti-Passos et al. (1997). O volume final da reação foi de 

10 µL, com 1ng de DNA alvo, 5pmol de cada um dos iniciadores, 200 µM de cada 

deoxinucleotídeo trifosfato (dNTP – PROMEGA), 0,8 unidades de Taq DNA 

polimerase em um tampão de 10mM Tris – HCl, pH 8,5, 50mM KCl, 1,5 mM MgCl2. 

Após o preparo, cada reação foi coberta com aproximadamente 20 µL de óleo 

mineral para evitar a evaporação durante os ciclos de temperatura da PCR. Adotou-

se um programa de 35 ciclos. O primeiro ciclo, de desnaturação, foi realizado a 95°C 

por 3min, o anelamento a 40°C por 1min e a extensão a 72°C por 1 min, seguido por 

34 ciclos com desnaturação a 95°C por 45s, anelamento por 1min a 40°C e 

extensão a 72°C por 1min, sendo que no último ciclo o tempo de extensão foi 

alterado para 5min. 

 

4.4 Experimentos de cruzamento  

A técnica de pareamentos utilizada foi baseada na metodologia descrita nas 

Diretrizes Técnicas: Vigilância e Controle de Moluscos de Importância 

Epidemiológica (Brasil, 2008). Os pareamentos realizados foram: 1) B. t. guaibensis 

(pigmentado) x B. occidentalis (pigmentado) e 2) B. t. guaibensis (pigmentado) x B. 

tenagophila (albino). 

Para formação de novas colônias, nestes experimentos, alguns exemplares 

(das colônias mantidas no Moluscário Lobato Paraense) foram submetidos à 

confirmação do perfil espécie específico através da PCR-RFLP. Este estudo foi 

baseado no fato de que cada espécie e subespécie possui seu próprio perfil 

molecular pelo PCR-RFLP (ver figura 1). Esses moluscos foram mantidos em 

recipientes individuais devidamente identificados. Uma vez confirmados o perfil 

desses moluscos iniciou-se as novas colônias e esses eram as matrizes. Os 

descendentes, exemplares de B. t. guaibensis e B. occidentalis, ambos de linhagem 

pigmentada (uma vez que ainda não foram encontrados moluscos albinos nem da 

subespécie e nem de B. occidentalis) e com 5-6 mm diâmetro, foram isolados 

individualmente em recipientes plásticos com 200 mL de água desclorada, até que 
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ocorresse a deposição das primeiras desovas em virtude de autofecundação. Essa 

foi à comprovação que os moluscos eram férteis e sexualmente maduros. Em 

recipientes plásticos, com 200 mL de água desclorada, foram introduzidos: um 

exemplar de B. t. guaibensis (pigmentado) e um exemplar de B. occidentalis 

(pigmentado). Foram realizados cinco pareamentos. Ao final de 10 dias, os 

progenitores foram separados para desovarem individualmente (Paraense, 1981).  

Dez moluscos descendentes de cada progenitor, e os próprios, totalizando 110 

moluscos, foram analisados molecularmente para verificação dos perfis moleculares, 

uma vez que como não havia marcador biológico, o marcador utilizado seria o 

molecular. Estes exemplares foram anestesiados com solução de pentobarbital 

sódico por 6 horas. Em seguida, um dos tentáculos de cada filhote foi retirado com 

auxílio de tesoura e submetido à extração de DNA, seguida da PCR-RFLP, para 

obtenção do perfil molecular. Com este procedimento, os moluscos eram 

preservados e devolvidos para os recipientes de origem. 

 

4.4.1 Comprovação do cruzamento 

No pareamento entre B. t. guaibensis (pigmentado) x B. tenagophila (albino) foi 

utilizado o albinismo associado a PCR-RFLP. Foram realizados 10 pareamentos. A 

metodologia utilizada foi a mesma descrita anteriormente, porém apenas 10 

moluscos F1 pigmentados descendentes de cada B. tenagophila (albino) foram 

analisados molecularmente, ou seja, foram analisados o perfil apenas dos F1 dos 

cruzamentos comprovados pelo marcador biológico.  

 

4.4.2 Avaliação da direção da transferência dos espermatozoides 

Cinco pareamentos, utilizando o mesmo protocolo do pareamento B. t. guaibensis 

(pigmentado) x B. occidentalis (pigmentado), foram realizados e analiseou-se 

molecularmente o perfil de dez moluscos descendentes de cada progenitor e dos 

progenitores. 

 

4.5 Extração de DNA 

 O DNA foi extraído a partir dos tentáculos dos moluscos, utilizando o “Kit 

Wizard” (Promega). Inicialmente, foram adicionados 200μL de solução de lise 

nuclear com 1µL de proteinase K (20µg/mL) ao fragmento de tecido, e incubado a 

37°C por 16 horas. Posteriormente, foram adicionados 80µL de solução de 

precipitação proteica®. A suspensão foi agitada vigorosamente com auxílio do vórtex 
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por 20 segundos e, em seguida, centrifugada a 13.000 RPM por 3 minutos. O 

sobrenadante foi transferido para um tubo contendo 200µL de isopropanol, 

homogeneizado por inversão durante 20 minutos e centrifugado a 13.000 RPM por 6 

minutos. O sobrenadante foi descartado, e o pellet foi ressuspenso com 500µL de 

etanol absoluto juntamente com 10µL de acetato de sódio 3M pH 5.2 por 2 horas a -

70 °C. Após este período o DNA foi lavado com 500µL de etanol 70% e centrifugado 

a 13.000 RPM por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi 

reidratado por 30 minutos, a 37°C, com 10µL de solução de re-hidratação®, e 

armazenado a -20°C. 

 

4.6 PCR específico direcionado para a região ITS- rDNA 

A amplificação da região espaçadora transcrita interna do DNA ribossomal 

(ITS-rDNA) foi realizada utilizando os iniciadores ETTS1 (5’- 

TGCTTAAGTTCAGCGGGT-3’) e ETTS2 (5'-TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAA-3') 

(Kane & Rollinson, 1994), homólogos às extremidades conservadas das 

subunidades 28S e 18S do gene do rRNA. 

A PCR, com um volume total de 10 μL, consistiu de 1-10 ng de DNA alvo, 

tampão (50 mMKCl, 10mM Tris-HCl, pH 8,5), 1,5 mM MgCl2, 200 μM de cada dNTP, 

0,5 U de Taq-DNA polimerase (DNA polimerase termoestável da bactéria (Thermus 

aquaticus) e 5,0 pmol de cada iniciador. A reação foi coberta com uma gota de óleo 

mineral para evitar a evaporação e submetida aos ciclos de amplificação onde a 

desnaturação inicial foi feita por 3 minutos a 95ºC, seguida de 32 ciclos: anelamento 

a 54ºC por 1 minuto, extensão a 72°C por 2 min e desnaturação a 95ºC por 45 

segundos; e uma extensão final a 72ºC por 5 minutos. 

Todos os experimentos foram acrescidos de um controle negativo, sem 

adição de DNA. Três microlitros do produto de amplificação foram submetidos à 

eletroforese em gel de poliacrilamida 6% e corados pela prata para observação do 

perfil dos produtos de PCR. 

 
4.7 PCR RFLP 

Os produtos de PCR direcionados para a região ITS foram diluídos em água, 

divididos em alíquotas de 10μL e digeridos separadamente com a endonuclease AluI 

(Promega). A reação de digestão com volume total de 11,3μL consistiu de 0,3μl (10 

a 12U) da enzima, 1μL do respectivo tampão da enzima e 10μL do produto 

amplificado diluído. A restrição foi realizada a 37°C por 3 horas e 30 minutos, 
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seguida de 80°C por 20 minutos para desnaturação da enzima. Os produtos da 

restrição foram submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida 6% e corados 

pela prata para observação dos perfis. 

 

4.8 Exposição dos moluscos das gerações F1 e F2 a Schistosoma mansoni 

Moluscos da geração F1 resultantes de cruzamentos, comprovados por 

marcadores moleculares e/ou biológicos, e moluscos da geração F2 foram expostos 

a 100 miracídios da cepa SJ de S. mansoni, de acordo com item 4.3 e examinados 

conforme o item 4.3.1. 
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5 RESULTADOS 
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5.1 Exposição individual de moluscos a S. mansoni 

 

5.1.1 Exposição de B. t. guaibensis a 50 miracídios/molusco da cepa LE  

A taxa de infecção de moluscos B. t. guaibensis expostos a miracídios da 

cepa LE foi 0%, quando analisada por métodos parasitológicos e moleculares. A 

taxa de mortalidade de B. t. guaibensis expostos a miracídios foi 16%. Por outro 

lado, o controle positivo: B. glabrata, exposto a 10 miracídios/molusco da mesma 

cepa LE, apresentou taxa de infecção de 100% na análise por métodos 

parasitológicos; taxa de infecção de 88,2% nos exames moleculares (realizado em 

moluscos mortos) e a taxa total de infecção foi 92%. A taxa de mortalidade de 

moluscos B. glabrata expostos a miracídios foi 68%. Esses dados são apresentados 

na tabela 2. As taxas de mortalidade dos controles negativos de B. t. guaibensis e de 

B. glabrata foram 20% e 50% respectivamente. 

 

5.1.2 Exposição de B. t. guaibensis a 100 miracídios/molusco da cepa LE  

Moluscos B. t. guaibensis, expostos a miracídios da cepa LE, apresentaram 

taxa de infecção de 0%, tanto na análise por métodos parasitológicos, quanto na 

análise por métodos moleculares. A taxa de mortalidade de moluscos B. t. 

guaibensis expostos a miracídios foi 51,1%. A taxa de infecção do controle positivo, 

B. glabrata, exposto a 10 miracídios/molusco, foi 100% para ambos os exames 

parasitológicos e moleculares (realizados em moluscos mortos). A taxa de 

mortalidade de moluscos B. glabrata expostos a miracídios foi 28,3%.  Todos os 

dados estão descritos na tabela 2. As taxas de mortalidade dos controles negativos, 

B. t. guaibensis e B. glabrata, foram 20% e 0%, respectivamente. 
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Tabela 2: Resultado da exposição de B. t. guaibensis a 50 e 100 miracídios/molusco à cepa LE de S. mansoni 

Molusco 
N° de 

moluscos 
examinados 

N° de 
miracídios/ 

molusco 

Moluscos 
mortos 

(%) 

Moluscos positivos 

Exame 
parasitológico 

(%) 

Exame 
molecular 

(%) 

Total 
(%) 

B.glabrata 

controle de infecção 

50 10 34 (68) 16 (100) 30 (88,2) 46 

(92,0) 

B.glabrata 

controle de 

mortalidade 

10 - 5 (50) - - - 

B. t. guaibensis 50 50 8 (16) 0 0 0 

B. t. guaibensis 

controle de 

mortalidade 

10 - 2 (20) - - - 

B.glabrata 

controle de infecção 

46 10 13 (28,3) 33 (100) 13 (100) 46 

(100) 

B.glabrata 

controle de 

mortalidade 

10 - 0 (0) - - - 

B. t. guaibensis 47 100 24 (51,1) 0 0 0 

B. t. guaibensis 

controle de 

mortalidade 

10 - 2 (20) - - - 

 

5.1.3 Exposição de B. t. guaibensis a 50 miracídios/molusco da cepa SJ  

Moluscos B. t. guaibensis apresentaram taxa de infecção de 0%, quando 

expostos a miracídios da cepa SJ, na análise por métodos parasitológicos e 

moleculares. A taxa de mortalidade dos moluscos B. t. guaibensis expostos a 

miracídios foi 46,7%. No controle positivo, B. glabrata, expostos a 10 

miracídios/molusco, as taxas de infecção foram de 100% nos exames 

parasitológicos e de 66,7% nos exames moleculares (realizados em moluscos 

mortos), totalizando 95,6% de positividade. A taxa de mortalidade de moluscos B. 

glabrata expostos a miracídios foi 13%. Os dados podem ser verificados na tabela 3. 

Neste experimento, os controles negativos de B. t. guaibensis e de B. glabrata 

apresentaram taxas de mortalidade de 30% e de 20%, respectivamente. 

 

5.1.4 Exposição de B. t. guaibensis a 100 miracídios/molusco da cepa SJ  

As taxas de infecção de B. t. guaibensis expostos a miracídios foram 0% 

quando examinados por métodos parasitológicos e moleculares. A taxa de 

mortalidade de moluscos B. t. guaibensis expostos a miracídios foi 73,9%. O 

controle positivo, moluscos B. glabrata expostos a miracídios apresentaram taxa de 

infecção de 100% nos exames parasitológicos, 66,7% no exame molecular 

(realizado em moluscos mortos) e no total apresentaram taxa de infecção de 95,7%. 
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A taxa de mortalidade de moluscos B. glabrata infectados foi 12,8%. Neste 

experimento, os controles negativos apresentaram taxas de mortalidade de 10%, 

tanto para B. t. guaibensis, quanto para B. glabrata. Os dados podem ser 

visualizados na tabela 3. 

 

Tabela 3: Resultado da exposição de B. t. guaibensis a 50 e 100 miracídios/molusco da cepa SJ de S. mansoni 

Molusco 
N° de 

moluscos 
examinados 

N° de 
miracídios/ 

molusco 

Moluscos 
mortos 

(%) 

Moluscos positivos 

Exame 
parasitológico 

(%) 

Exame 
molecular 

(%) 

Total 
(%) 

B.glabrata 

controle de 

infecção 

46 10 6 (13) 40 (100) 4 (66,7) 44 

(95,6) 

B.glabrata 

controle de 

mortalidade 

10 - 2 (20) - - - 

B. t. guaibensis 45 50 21 (46,7) 0 0 0 

B. t. guaibensis 

controle de 

mortalidade 

10 - 3 (30) - - - 

B.glabrata 

controle de 

infecção 

47 10 6 (12,8) 41 (100) 4 (66,7) 45 

(95,7) 

B.glabrata 

controle de 

mortalidade 

10 - 1 (10) - - - 

B. t. guaibensis 46 100 34 (73,9) 0 0 0 

B. t. guaibensis 

controle de 

mortalidade 

10 - 1 (10) - - - 

 

5.1.5 Exposição de B. t. guaibensis a 50 miracídios da cepa AL  

Os moluscos B. t. guaibensis expostos a miracídios, mais uma vez, 

confirmaram a taxa de 0% de infecção em exames parasitológicos e moleculares. A 

taxa de mortalidade de B. t. guaibensis expostos a miracídios foi 70%. Biomphalaria 

glabrata (expostos a miracídios), apresentaram taxa de infecção de 95,6% nos 

exames parasitológicos, 85% no exame molecular (realizados em moluscos mortos) 

e, no total, a taxa de infecção foi 92,8%. A taxa de mortalidade de B. glabrata 

expostos a miracídios foi 47,6%. Todos os dados podem ser visualizados na tabela 

4. Neste experimento, observamos que as taxas de mortalidade para os controles 

negativos de B. t. guaibensis e B. glabrata foram 60% e 0%, respectivamente. 
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5.1.6 Exposição de B. t. guaibensis a 100 miracídios/molusco da cepa AL  

Os moluscos B. t. guaibensis, mais uma vez, confirmaram as taxas 0% de 

infecção nos exames parasitológicos e moleculares. A taxa de mortalidade de B. t. 

guaibensis expostos a miracídios foi 57,4%. Por outro lado, as taxas de infecção de 

B. glabrata expostos a miracídios foram 100% quando analisados por métodos 

parasitológicos, 50% na análise por métodos moleculares (realizados em moluscos 

mortos) e a taxa total de infecção foi 93,7%. A taxa de mortalidade de B. glabrata 

expostos a miracídios foi 12,5%. A tabela 4 demonstra todos os dados descritos. 

Neste experimento os controles negativos de B. t. guaibensis e B. glabrata 

apresentaram, ambos, taxas de mortalidade de 10%.   

 
Tabela 4: Resultado da exposição de B. t. guaibensis a 50 e 100 miracídios/molusco da cepa AL de S. mansoni 

Molusco 
N° de 

moluscos 
examinados 

N° de 
miracídios/ 

molusco 

Moluscos 
mortos 

(%) 

Moluscos positivos 

Exame 
parasitológico 

(%) 

Exame 
molecular 

(%) 

Total 
(%) 

B.glabrata 

controle de 

infecção 

42 10 20 (47,6) 22 (95,6) 17 (85) 39 

(92,8) 

B.glabrata 

controle de 

mortalidade 

10 - 0 - - - 

B. t. guaibensis 50 50 35 (70) 0 0 0 

B. t. guaibensis 

controle de 

mortalidade 

10 - 6 (60) - - - 

B.glabrata 

controle de 

infecção 

48 10 6 (12,5) 42 (100) 3(50) 45 

(93,7) 

B.glabrata 

controle de 

mortalidade 

10 - 1 (10) - - - 

B. t. guaibensis 47 100 27 (57,4) 0 0 0 

B. t. guaibensis 

controle de 

mortalidade 

10 - 1 (10) - - - 

 

5.1.7 LS-PCR  

Foram realizados somente LS-PCR dos moluscos que morreram ao longo dos 

80 dias de exposição. A figura 3 mostra um gel de poliacrilamida 6% com perfis de 

B. glabrata (controle de infecção), expostos a 10 miracídios das cepas LE, SJ e AL 

de S. mansoni, que morreram ao longo do experimento.  Na canaleta 6, é mostrado 

o perfil específico de S. mansoni, em forma de escada. Este perfil, em forma de 

escada, corresponde à amplificação da região repetitiva do fragmento de 62pb, 

disposto em “tandem” do mtDNA de S. mansoni. O perfil em forma de escada de S. 
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mansoni foi observado em todos os moluscos positivos: canaletas 2, 4, 5, 7, 9, 11 e 

13. Em B. glabrata negativos, observa-se apenas um complexo de bandas, 

correspondente aos anelamentos aleatórios resultantes das condições de baixa 

estringência das reações, nas canaletas 3, 8, 10, 12 e 14. 

 

 
Figura 3: Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata do DNA amplificado pela LS-PCR de exemplares de Biomphalaria 

glabrata, controles dos experimentos de B. t. guaibensis. Canaleta 1: padrão de peso molecular øx 174. Canaleta 2: B. glabrata 

positivo do experimento com B. t. guaibensis  cepa LE 50 miracídios/molusco. Canaleta 3: B. glabrata negativo do experimento 

B. t. guaibensis  com cepa LE 50 miracídios/molusco. Canaletas 4 e 5: B. glabrata positivo do experimento com B. t. guaibensis 

cepa LE 100 miracídios/molusco. Canaleta 6: perfil de S. mansoni. Canaleta 7: B. glabrata positivo do experimento B. t. 

guaibensis com cepa SJ 50 miracídios/molusco. Canaleta 8: B. glabrata negativo do experimento B. t. guaibensis com cepa SJ 

50 miracídios/molusco. Canaleta 9: B. glabrata positivo do experimento B. t. guaibensis com cepa SJ 100 miracídios/molusco. 

Canaleta 10: B. glabrata negativo do experimento B. t. guaibensis com cepa SJ 100 miracídios/molusco. Canaleta 11: B. 

glabrata positivo do experimento B. t. guaibensis com cepa AL 50 miracídios/molusco. Canaleta 12: B. glabrata negativo do 

experimento B. t. guaibensis cepa AL 50 miracídios/molusco. Canaleta 13: perfil de B. glabrata positivo do experimento B. t. 

guaibensis cepa AL 100 miracídios/molusco. Canaleta 14: B. glabrata negativo do experimento B. t. guaibensis com cepa AL 

100 miracídios/molusco. As setas indicam as bandas características do perfil em forma de escada do mtDNA de S. mansoni.  

 

A figura 4 mostra os perfis, gerados pela LS-PCR do DNA, de exemplares de 

B. t. guaibensis, expostos a 50 e a 100 miracídios das cepas LE, SJ e AL de S. 

mansoni, que morreram ao longo do experimento. Não houve a presença do perfil 

em forma de escada de S. mansoni, confirmando que não houve infecção desses 

moluscos. Canaletas 1 e 3: perfis de dois B. t. guaibensis negativos expostos a 50 

miracídios da cepa LE. Canaletas 4 e 5: perfis de dois B. t. guaibensis negativos 

expostos a 100 miracídios da cepa LE. Canaletas 6 e 8 perfis de dois B. t. 

guaibensis negativos expostos a 50 miracídios da cepa SJ. Canaleta 7: S. mansoni. 

Canaletas 9 e 10: perfis de dois B. t. guaibensis negativos expostos a 100 miracídios 

da cepa SJ. E canaletas 11 e 12, 13 e 14, perfis de B. t. guaibensis negativos, 
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expostos à cepa AL, usando 50 miracídios nos dois primeiros e 100 miracídios nos 

dois últimos perfis. 

 

 
Figura 4: Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata do DNA amplificado pela LS-PCR de exemplares de B. t. guaibensis 

expostos a três cepas de S. mansoni com 50 e 100 miracídios/molusco. Canaletas 1 e 3: LE 50 miracídios/molusco. Canaleta 

02: padrão de peso molecular øx 174. Canaletas 4 e 5: LE 100 miracídios/molusco. Canaleta 6: perfil de S. mansoni. Canaletas 

7 e 8: SJ 50 miracídios/molusco. Canaletas 9 e 10: SJ 100 miracídios/molusco. Canaletas 11 e 12: AL 50 miracídios/molusco. 

Canaletas 13 e 14: AL 100 miracídios/molusco. As setas indicam as bandas características do perfil em forma de escada do 

mtDNA de S. mansoni.  

 

5.2 Experimentos de cruzamento  

5.2.1 Pareamento Biomphalaria tenagophila guaibensis x Biomphalaria 

occidentalis 

 Nos cinco pareamentos realizados entre B. t. guaibensis pigmentado e B. 

occidentalis pigmentado, após a separação individual, dez moluscos da geração F1 

de cada progenitor, e os próprios progenitores, totalizando 110 indivíduos, foram 

submetidos a PCR-RFLP para verificação do cruzamento pela análise dos perfis 

moleculares. A análise dos perfis demonstrou que a geração F1 apresentava os 

mesmos perfis dos progenitores, B. t. guaibensis e B. occidentalis, demonstrando 

que não houve cruzamento. A figura 5 mostra o perfil específico de nove indivíduos 

B. t. guaibensis da geração F1 do progenitor B. t. guaibensis (canaletas 1, 3 a 6 e 9 

a 12), o perfil específico do par do pareamento B. occidentalis (canaleta 7) e o perfil 

específico do progenitor B. t. guaibensis (canaleta 8).  
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Figura 5: Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata com perfis da PCR-RFLP direcionada para a região ITS do rDNA. 

Canaletas: 1, 3-6 e 8-12: B. t. guaibensis – indivíduos da primeira geração oriundos do progenitor B. t. guaibensis. Canaleta 2: 

padrão de peso molecular øx 174; canaleta 7: Biomphalaria occidentalis par do pareamento e canaleta 8: Biomphalaria 

tenagophila guaibensis, progenitor. Os valores dos marcadores moleculares são mostrados do lado esquerdo da figura. As 

setas indicam os fragmentos espécie-específicos. 

 

A figura 6 mostra o perfil específico de dez indivíduos B. occidentalis da 

geração F1 do progenitor B. occidentalis (canaletas 2 a 6 e 9 a 13), o perfil 

específico do progenitor occidentalis (canaleta 7) e o perfil específico do par do 

pareamento B. t. guaibensis (canaleta 8).  

 

Figura 6: Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata com perfis da PCR-RFLP direcionada para a região ITS do rDNA. 

Canaleta 1: padrão de peso molecular øx 174; canaletas: 2-6 e 9-13: Biomphalaria occidentalis – indivíduos da primeira 

geração oriundos do progenitor Biomphalaria occidentalis. Canaleta 7: Biomphalaria occidentalis progenitor e canaleta 8: 

Biomphalaria tenagophila guaibensis, par do pareamento. Os valores dos marcadores moleculares são mostrados do lado 

esquerdo da figura. As setas indicam os fragmentos espécie-específicos. 

 

5.2.2 Pareamento Biomphalaria tenagophila guaibensis x Biomphalaria 

tenagophila 

 Para verificação dos cruzamentos foram realizados 10 pareamentos entre B. 

t. guaibensis pigmentado e B. tenagophila albino, apenas em três verificou-se 

cruzamento, pela presença de exemplares pigmentados (F1) oriundos de progenitor 

albino. De dois progenitores albinos, foram selecionados 20 moluscos (F1) 

pigmentados (dez de cada). Do terceiro progenitor albino, foram encontrados apenas 
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os dois moluscos F1 pigmentados gerados. O total de 22 indivíduos foi submetido a 

PCR-RFLP para verificação do cruzamento pela análise do perfil molecular. A 

análise dos perfis indica que a geração F1 pigmentada de B. tenagophila albino 

apresentava o perfil de B. t. guaibensis, demonstrando que ocorreram cruzamentos 

entre os três pares. A figura 7 mostra o perfil específico de dez indivíduos da 

geração F1 do progenitor B. tenagophila albino (canaletas 1 a 6 e 9 a 12), o perfil 

específico de B. tenagophila albino (canaleta 7) e o perfil específico do par do 

pareamento B. t. guaibensis (canaleta 8). 

 

Figura 7: Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata com perfis da PCR-RFLP direcionada para a região ITS do rDNA. 

Canaletas: 01-06 e 09-12: B. t. guaibensis – indivíduos da primeira geração oriundos do progenitor Biomphalaria tenagophila 

(albino). Canaleta 07: Biomphalaria tenagophila (albino) progenitor e canaleta 08: Biomphalaria tenagophila guaibensis, par do 

cruzamento. Os valores dos marcadores moleculares são mostrados do lado esquerdo da figura. As setas indicam os 

fragmentos espécie-específicos. 

 

Uma vez confirmado o cruzamento, foram realizados cinco pareamentos entre 

B. t. guaibensis pigmentado e B. tenagophila albino para verificação da direção da 

transferência dos espermatozóides. Após a separação individual, dez moluscos da 

geração F1 de cada progenitor e os respectivos progenitores, totalizando 110 

indivíduos, foram submetidos a PCR-RFLP para verificação do cruzamento pela 

análise do perfil molecular. A análise dos perfis demonstrou que, em apenas um 

pareamento, a geração F1 pigmentada, de B. tenagophila albino, apresentou o perfil 

de B. t. guaibensis, indicando que ocorreu cruzamento. A figura 8 mostra o perfil 

específico de nove indivíduos B. t. guaibensis (geração F1) do progenitor B. 

tenagophila albino (canaletas 1, 3 a 6 e 9 a 12), o perfil específico de B. tenagophila 

albino (canaleta 7) e o perfil específico do par do cruzamento B. t. guaibensis 

(canaleta 8). 
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Figura 8: Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata com perfis da PCR-RFLP direcionada para a região ITS do rDNA. 

Canaletas: 1,3-6 e 9-12: B. t. guaibensis – indivíduos da primeira geração oriundos do progenitor Biomphalaria tenagophila 

(albino). Canaleta 2: padrão de peso molecular øx 174, canaleta 7: Biomphalaria tenagophila (albino) progenitor e canaleta 8: 

Biomphalaria tenagophila guaibensis, par do cruzamento. Os valores dos marcadores moleculares são mostrados do lado 

esquerdo da figura. As setas indicam os fragmentos espécie-específicos. 

 

Os perfis da geração F1 de B. t. guaibensis pigmentado foram analisados 

molecularmente e mostraram-se semelhantes ao progenitor, indicando que o 

cruzamento foi unilateral e que B. t. guaibensis foi o doador do esperma. A figura 9 

mostra os perfis específicos de oito indivíduos da geração F1 de B. t. guaibensis 

(canaletas 1, 3 a 6 e 9 a 11), o perfil específico do par do cruzamento B. tenagophila 

albino (canaleta 7) e o perfil específico do progenitor B. t. guaibensis (canaleta 8).  

 

 

Figura 9: Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata com perfis da PCR-RFLP direcionada para a região ITS do rDNA. 

Canaletas: 01,03-06 e 09-11: B. t. guaibensis – indivíduos da primeira geração oriundos do progenitor Biomphalaria 

tenagophila (albino). Canaleta 02: padrão de peso molecular øx 174, canaleta 07: Biomphalaria tenagophila (albino) progenitor 

e canaleta 08: Biomphalaria tenagophila guaibensis, par do cruzamento. Os valores dos marcadores moleculares são 

mostrados do lado esquerdo da figura. As setas indicam os fragmentos espécie-específicos. 

 

Nos quatro cruzamentos de B. t. guaibensis (pigmentado) com B. tenagophila 

(albino), dois produziram apenas B. t. guaibensis (pigmentados) nos 30 dias de 

isolamento do molusco pós-cruzamento e dois produziram moluscos pigmentados e 

albinos. 
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5.3 Exposição dos moluscos F1 e F2 pigmentados resultantes dos 

cruzamentos B. t. guaibensis x B. tenagophila (albino) à cepa SJ de S. 

mansoni 

A taxa de infecção (exames parasitológico e molecular) dos 10 moluscos da 

geração F1 pigmentados obtidos de B. tenagophila albino expostos a 100 miracídios 

foi 0% e a taxa de mortalidade foi 40%.  

Moluscos F1 pigmentados obtidos de B. tenagophila (albino) geraram 

moluscos F2 por autofecundação. A taxa de infecção obtida nos exames 

parasitológicos e molecular de 15 exemplares da geração F2 expostos a 100 

miracídios foi 0% e a taxa de mortalidade foi 10%. Os controles positivos (B. 

glabrata) mostraram 100% de infecção nos exames parasitológico e molecular. Os 

controles negativos das gerações F1 e F2 e B. glabrata mostraram taxas de 

mortalidade de 10%, 0% e 20%, respectivamente (tabela 5). 

 

Tabela 5: Exposição dos moluscos F1 e F2 pigmentados B. t. guaibensis de B. tenagophila albino a 100 
miracídios/molusco da cepa SJ de S. mansoni 

Molusco 
N° de 

moluscos 
examinados 

N° de 
miracídios/ 

molusco 

Moluscos 
mortos 

(%) 

Moluscos positivos 

Exame 
parasitológico 

(%) 

Exame 
molecular 

(%) 

Total 
(%) 

B. t. guaibensis 
F1 

10 100 04(40) 0 0 0 

B. t. guaibensis 
controle negativo 

F1 

05 - 1(10) - - - 

B.glabrata 
controle positivo 

10 10 2(20) 8(100) 2(100) 10 
(100) 

B.glabrata 

controle negativo 
05 - 0 - - - 

B. t. guaibensis 
F2 

15 100 1(10) 0 0 0 

B. t. guaibensis 
controle negativo 

F2 

05 - - - - - 

 

A figura 10 mostra os perfis, gerados pelo LS-PCR do DNA, dos moluscos 

expostos à cepa SJ de S. mansoni: B. glabrata (10 miracídios/molusco), gerações 

F1 e F2 de B. t. guaibensis (100 miracídios/molusco), que morreram ao longo do 

experimento. Na canaleta 3, é mostrado o perfil específico de S. mansoni, em forma 

de escada. O perfil em forma de escada de S. mansoni foi observado nos moluscos 

B. glabrata, controles positivos: canaletas 1 e 2. Não houve a presença do perfil em 

forma de escada de S. mansoni nos moluscos das gerações F1 e F2, confirmando 
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que não houve infecção desses moluscos: canaletas 5 a 8 (perfil dos moluscos F1) 

canaleta 9 (perfil do moluscos F2).  

 

 
Figura 10: Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata com perfis de B. glabrata controles positivos de F1 e F2 pigmentados de 

B. tenagophila albino, expostos a 100 miracídios/moluscos da cepa SJ, submetidos a LS-PCR. Canaletas: 1 e 2 B. glabrata 

positivas, controle da infecção,  infectadas com 10 miracídios/ molusco, 3 perfil de S. mansoni. Canaleta 4: padrão de peso 

molecular øx 174. Canaletas 5-8: F1 infectado com 100 miracídios/ molusco. Canaleta 9: F2 infectado com 100 

miracídios/molusco. As setas indicam as bandas características do perfil em forma de escada do mtDNA de S. mansoni.  
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6 DISCUSSÃO 
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A subespécie Biomphalaria tenagophila guaibensis, foi descrita por Paraense 

(1984) e desde então, poucos estudos foram realizados a respeito desses moluscos. 

Distingue-se da espécie nominativa B. tenagophila por pequenas diferenças 

quantitativas no aspecto do complexo peniano: prepúcio e bainha do pênis mais 

longos e proporcionalmente mais delgados em B. t. guaibensis e mais curto e 

proporcionalmente mais grossos em B. tenagophila. A concha e os outros órgãos do 

sistema genial são semelhantes entre os dois moluscos. A categoria de subespécie 

foi definida por ter sua distribuição espacial limitada, satisfazendo a definição de 

subespécie como “um agregado da população local definido geograficamente, que 

difere-se taxonomicamente das outras subdivisões da espécie” (Mayr, Linsley & 

Usinger, 1953 Apud Paraense 1984). A subespécie, B. t. guaibensis, é semelhante 

morfologicamente de B. occidentalis, porém apresenta diferença qualitativa 

importante que é a ausência de bolsa na parede vaginal, presente em B. t. 

guaibensis.  

Dentre B. tenagophila, B. occidentalis e B. t. guaibensis apenas a primeira é 

hospedeira intermediária de S. mansoni. Esta espécie é encontrada na natureza, 

desde Sudeste até o extremo Sul do país, com baixos índices de infecção. Porém, 

em estudos de infecção experimental apresentou índices de positividade que variam 

de 0 a 91,5% (Paraense & Corrêa, 1978; Paraense & Corrêa, 1987). Uma população 

desta espécie tem mostrado total resistência a S. mansoni. Trata-se de B. 

tenagophila isolada da Reserva Biológica do Taim no Rio Grande do Sul, Brasil; 

(Santos et al., 1979; Martins-Souza et al., 2003; Rosa et al., 2006).  

Biomphalaria occidentalis foi estudada quanto à suscetibilidade a S. mansoni 

por Paraense & Corrêa (1982) que realizaram exposição com cinco 

miracídios/molusco da cepa SJ e observaram que esses moluscos não se 

infectavam. A metodologia utilizada foi laboriosa, uma vez que eram realizados 

quatro exames diários, sendo imediatamente dissecados os moluscos que morriam. 

Posteriormente, Souza & Jannotti-Passos (2001) confirmaram essa resistência 

utilizando a técnica de LS-PCR para detectar a presença de DNA de S. mansoni em 

moluscos B. occidentalis após sete dias da exposição, período pré-patente. 

Na única exposição de B. t. guaibensis a S. mansoni descrita (Paraense & 

Corrêa 1987), descendentes F1 (125 moluscos) da localidade tipo (Guaíba/RS) 

foram expostos a apenas cinco miracídios/molusco da cepa SJ, e examinados por 

estímulo luminoso. O exame de dissecação (depois de 70 dias após exposição) 
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confirmou que os moluscos estavam negativos para S. mansoni. Como ainda 

restavam dúvidas sobre a suscetibilidade de B. t. guaibensis a S. mansoni, o próprio 

autor (Paraense & Corrêa 1987) sugeriu que outros estudos fossem realizados. 

Vinte e cinco anos se passaram, e nesta dissertação confirmamos que B. t. 

guaibensis não é suscetível às cepas LE, SJ e AL de S. mansoni, sendo aumentada 

à pressão de exposição (50 e 100 miracídios/molusco). Nossos resultados mostram 

que os exemplares de B. t. guaibensis foram negativos, tanto nos exames 

parasitológicos (estímulo luminoso e esmagamento) quanto molecular (LS-PCR), 

que não detectou DNA de S. mansoni em nenhum exemplar de B. t. guaibensis que 

morreu ao longo dos experimentos.  

O estudo com as três cepas de S. mansoni, LE, SJ e AL, é particularmente 

importante, pois há variação na capacidade de diferentes cepas infectarem 

moluscos da mesma linhagem (Theron e Coustau 2005; Webster e Woolhouse 

1998). Além disso, a viabilidade das três cepas foi confirmada pela infecção dos 

exemplares de B. glabrata utilizados como controles de infecção, expostos a 10 

miracídios/molusco das mesmas cepas, que apresentaram taxas de infecção que 

variaram de 92 a 100%.  

A exposição de B. t. guaibensis a cargas parasitárias mais elevadas (50 e 100 

miracídios/molusco) foi necessária, uma vez que o único experimento de 

suscetibilidade realizado para a subespécie utilizou apenas cinco 

miracídios/molusco. Resultados que levaram o autor (Paraense & Corrêa 1987) a 

sugerir que outros experimentos fossem realizados. De fato, vários autores tem 

preferido usar menor número de miracídios (5, 10 ou 20) para as infecções 

experimentais (Paraense & Correa 1963, 1978, 1979), pois a alta pressão da 

infecção pode aumentar a mortalidade dos moluscos. Provavelmente, no processo 

de penetração do miracídio, existem receptores de membrana presentes no 

miracídios e seus correspondentes na superficie dos moluscos suscetíveis. 

Entretanto, essa característica pode ser individual, pois sabe-se que entre as 

espécies sucetíveis de Biomphalaria existem populações que se comportam como 

refratárias a infecção. Assim, ainda não se sabe, nestes casos, se o molusco é 

resistente (miracídos destruidos logo ao penetrar) ou refratário (não ocorre 

penetração) (Coelho et al., 2008).  Nos experimentos com B. t guaibensis, não foi 

possível concluir se a subespécie é resistente ou refratária. Experimentos com 

cortes histológicos e/ou LS-PCR, em diversos intervalos de tempo, estão em 

andamento para tentar esclarecer este aspecto da biologia do molusco.  
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A alta mortalidade verificada em alguns experimentos com B. glabrata e B. t. 

guaibensis, expostas às três cepas do S. mansoni, talvez possa ser atribuída ao 

manuseio dos exemplares e pelo longo período do experimento, uma vez que eles 

foram estimulados a luz semanalmente até 80 dias após exposição. Moluscos B. t. 

guaibensis tem o agravante de estarem pouco adaptados às condições artificiais de 

laboratório, fato que faz com que as próprias formações de colônias sejam 

dificultadas. Nestes casos, a LS-PCR foi importante, pois comprovou a ausência de 

DNA do parasito nos moluscos que morreram ao longo dos experimentos. No 

experimento em que B. t. guaibensis foi exposto a 50 e 100 miracídios, o controle de 

mortalidade de B. glabrata apresentaram taxas de 50% e 0%, respectivamente. Essa 

diferença na porcentagem da mortalidade pode ter sido devido a manipulação 

incorreta dos moluscos. No entanto, o exame de todos os exemplares foi realizado, 

pois os moluscos que morreram ao longo dos experimentos foram examinados pela 

LS-PCR. 

A confirmação da não suscetibilidade de B. t. guaibensis a S. mansoni 

contribui para ampliar o conhecimento dos moluscos inseridos no complexo B. 

tenagophila (B. tenagophila, B. occidentalis e B. t. guaibensis). Esse complexo foi 

proposto em virtude das semelhanças morfológicas e moleculares das duas 

espécies e da subespécie (Spatz et al., 1999). Estudos moleculares realizados por 

Spatz et al (1999) e Vidigal et al (2004) sinalizaram a maior afinidade entre B. t. 

guaibensis e B. occidentalis do que com a sua espécie nominativa. 

Consequentemente, estudos sobre o cruzamento entre B tenagophila x B. t. 

guaibensis e entre B. t. guaibensis x B. occidentalis mostravam-se relevantes para o 

entendimento das relações de afinidade entre essas espécies e subespécie de 

molusco.    

O cruzamento entre algumas espécies tem gerado híbridos: B. glabrata e B. 

alexandria (Barbosa 1956; Barbosa et al., 1958 a); B. glabrata e B. tenagophila 

(Mello-Silva, 1998) B. cousini e B. amazonica (Teodoro et al., 2011) dentre outros. 

Teodoro et al (2011) demonstraram por meio de pareamento entre B. amazonica 

(albino) e B. cousini que o perfil molecular, obtido pela PCR-RFLP direcionada para 

a região ITS do rDNA e clivado com a endonuclease DdeI, do híbrido gerado é 

idêntico ao perfil de exemplares híbridos encontrados na natureza. Este perfil é 

constituído pelo conjunto dos perfis moleculares de B. amazonica e B. cousini. De 

fato, B. amazonica possui perfil com cinco fragmentos de aproximadamente 490, 

320, 200, 120 e 110 pb e B. cousini três fragmentos de aproximadamente 490, 430 e 
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320 pb, enquanto o híbrido apresenta seis fragmentos de aproximadamente 490, 

430, 320, 200, 120 e 110 pb. Partindo desse pressuposto e levando em 

consideração que ainda não foi encontrado indivíduos albinos de B. occidentalis, 

nem de B. t guaibensis, nesta dissertação, a PCR-RFLP foi utilizada para detectar o 

possível cruzamento entre esses dois progenitores. Assim, do pareamento de B. 

occidentalis e B. t. guaibensis, os moluscos da geração F1 apresentaram perfil 

idêntico ao do seu respectivo progenitor, indicando completo isolamento reprodutivo. 

Com a manutenção dessas populações, no moluscário “Lobato Paraense”, será 

possível o acompanhamento das próximas gerações, pois caso haja homozigose 

recessiva para pigmentação, isto é, o aparecimento de exemplar albino, 

experimentos futuros poderão ser realizados utilizando esse marcador para 

confirmar nossos resultados. 

Contudo, as semelhanças morfológicas e a afinidade refletida na reconstrução 

da filogenia molecular (Paraense, 1984; Spatz et al., 1999 e Vidigal et al., 2004)  são 

evidências que sugerem uma ancestralidade comum para os moluscos do complexo 

B. tenagophila. Levando em conta que, quando populações de uma espécie 

divergem e se diversificam a ponto de evoluírem para novas espécies, estas últimas 

herdam pelo menos parte das características da população ancestral (Paraense & 

Deslandes, 1956). E se o estabelecimento da barreira reprodutiva entre B. t. 

guaibensis e B. occidentalis é recente, talvez explique as afinidades entre os dois 

moluscos nos estudos filogenéticos. Além disso, pode haver linhagens diferentes 

dentro dos dois taxa, que não teriam estabelecido barreira reprodutiva. Este dado 

não pôde ser observado neste trabalho, uma vez que nos pareamentos realizados 

foram usados B. occidentalis de Minas Gerais, distante geograficamente do Rio 

Grande do Sul, origem de B. t. guaibensis. 

Dos 15 pareamentos realizados, entre B. t. guaibensis (pigmentado) e B. 

tenagophila (albino), quatro (27%) apresentaram moluscos pigmentados, na geração 

F1 do progenitor B. tenagophila (albino), com perfil molecular de B. t. guaibensis. 

Sabendo-se que, em moluscos do gênero Biomphalaria, o albinismo é caracter 

recessivo, a ocorrência ou não da fertilização de ovos de albinos pelo esperma de 

melânicos foi realizada por Paraense (1981), para comprovar o completo isolamento 

reprodutivo entre B. occidentalis e B. tenagophila. Nesta dissertação, os 

descendentes dos pareamentos, além de analisados pelo caráter albinismo, foram 

analisados molecularmente, apresentando perfis moleculares distintos dos 

progenitores, no caso de efetivo cruzamento.  
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Diferentes espécies seriam populações com algum fator intrínseco que atuaria 

prevenindo os livres cruzamentos entre as populações (Mayr, 1949). Subespécies 

são populações com características gerais semelhantes e apresentam-se 

geneticamente distintas, geograficamente separadas e que cruzam livremente nas 

zonas de contato (Mayer et al., 1953 Apud Wilson & Brown-JR, 1953).   As 

semelhanças entre B. t. guaibensis e B. tenagophila descritas por Paraense (1984) 

com relação à concha e sistema genital; o fato de moluscos B. t. guaibensis estarem 

concentrados apenas em uma restrita área e o fato de cruzarem-se nos impele a 

confirmar a classificação de subespécie.  

Com poucas exceções, desovas de B. glabrata albinos, no cruzamento com 

pigmentado de B. glabrata, geraram desovas com a presença de moluscos albinos e 

pigmentados, indicando alguma instabilidade no mecanismo de fecundação cruzada 

(Paraense, 1956). Mais tarde, Jarne et al (1993) analisando cruzamentos de 

pigmentados e albinos postulou que como os dois tipos de espermatozóides (os 

autoespermatozoides e os aloespermatozoides) não se misturam, eles devem diferir 

em algum aspecto na ordem da fecundação. Um dos aspectos pode ser a 

maturidade dos espermatozóides, uma vez que o aloespermatozóide quando chega 

para fecundação já está maduro, e por isso será o primeiro a ser utilizado na 

fecundação. Nos resultados aqui apresentados, nos quatro cruzamentos de B. t. 

guaibensis (pigmentado) com B. tenagophila (albino), dois produziram apenas B. t. 

guaibensis (pigmentados) nos 30 dias de isolamento do molusco pós-cruzamento e 

dois produziram moluscos pigmentados e albinos. 

O cruzamento pode ser "unilateral", ou seja, só haverá transferência de 

espermatozoide de apenas um indivíduo para outro, sendo que um comporta-se 

como macho e o outro como fêmea (Paraense, 1959). Os machos, neste caso, 

seriam os doadores de espermatozóides e a incompatibilidade de cruzamento ocorre 

apenas na direção dos machos (Jarne et al., 2010). Nesta dissertação, esta situação 

pôde ser verificada em B. t. guaibensis que se comportou como macho doando 

espermatozóide e B. tenagophila (albino) como fêmea, uma vez que, a geração F1 

de B. tenagophila albino foi pigmentada, com perfil de B. t. guaibensis. Nesse 

cruzamento, o perfil molecular dos descendentes de B. t. guaibensis foi semelhante 

à de seu progenitor. O fato de B. tenagophila apresentar um prepúcio e bainha do 

pênis mais curto e mais grosso comparado com a subespécie, pode ser a bairreira 

mecânica que impediu o cruzamento.  
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A teoria da especiação alopátrica foi demonstrada quando moluscos F1, do 

cruzamento de B. glabrata (Paulista, PE) com B. tenagophila albino (Joinville, SC), 

mostraram-se normais, vigorosos e férteis, quando comparados com a população 

F2, que se mostrou fraca e com a presença de indivíduos inférteis (Mello-Silva et al., 

1998). Nesta dissertação, as gerações F1 e F2 do cruzamento entre B. t. guaibensis 

e B. tenagophila albino, foram analisadas somente quanto a sua suscetibilidade. 

Estudos sistemáticos, mais aprofundados, quanto à fertilidade de gerações 

subsequentes e quanto à possibilidade de retrocruzamentos ainda não foram 

realizados, uma vez que, o número de F1 produzidos em nossos experimentos foi 

reduzido, somando-se ao fato da dificuldade de manter B. t. guaibensis em 

laboratório e ao curto período de tempo para realização dos experimentos.  

Entretanto, na análise da suscetibilidade dos moluscos pigmentados das 

gerações F1 e F2, de B. tenagophila (suscetível) do cruzamento com B. t. guaibensis 

(resistente), observou-se que os mesmos não infectaram. Esses resultados 

corroboram estudos que apontam que a resistência à infecção a S. mansoni possui 

caráter dominante (Richards 1970; Rosa et al., 2005). Rosa et al., 2005 

demonstraram resultado semelhante quando cruzaram moluscos suscetível 

(Joinville) e resistente (Taim) da mesma espécie B. tenagophila, obtendo apenas 

0,6% de infectividade com a cepa LE de S. mansoni para moluscos da geração F1 e 

7,2% para a geração F2.  

Com relação à suscetibilidade de moluscos F1 do cruzamento de suscetíveis 

e resistentes, já havia sido demonstrado que moluscos F1, quando infectados com 

S. mansoni podem iniciar a eliminação de cercárias com até 10 meses (Lewis et al., 

1993). Isso reforça a importância da utilização da LS-PCR para detectar a presença 

de DNA de S. mansoni determinando precocemente a suscetibilidade de moluscos 

Biomphalaria (Jannotti-Passos et al., 1997). Assim os moluscos das gerações F1 e 

F2 que morreram (20%) ao longo da infecção foram examinados, mostrando-se 

negativos quanto à presença de DNA de S. mansoni pela LS-PCR. 

O fato de termos demonstrado, em condições experimentais, que B. t. 

guaibensis e os moluscos F1 gerados do seu cruzamento com B tenagophila não se 

infectam com S. mansoni tem importância epidemiológica, uma vez que, afasta a 

possibilidade de focos da esquistossomose em regiões onde somente essa 

subespécie está presente. E ainda, foi demonstrado que o posicionamento de B. t. 

guaibensis como subespécie é válido, uma vez que houve cruzamento comprovado 
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entre a B. t. guaibensis e a espécie B. tenagophila, e que, há isolamento reprodutivo 

entre B. t. guaibensis e B. occidentalis.  

Um dado importante a ser mencionado é a respeito da dificuldade de 

manutenção das colônias de B. t. guaibensis e de B. occidentalis. Esses moluscos 

apresentam poucas desovas e o número de moluscos que chegam ao estágio adulto 

é pequeno. 

Nesta dissertação, algumas lacunas foram preenchidas e novas foram 

expostas. Dessa maneira, estudos sobre a classificação de resistente ou refratária 

de B. t. guaibensis a S. mansoni estão em andamento através da utilização da LS-

PCR nas horas iniciais da infecção. Observando a geração F2, pretendemos 

analisar molecularmente o perfil dos albinos com o objetivo de encontrar o perfil de 

B. t. guaibensis para formação de colônia e futuramente realizar experimentos de 

pareamento com B. tenagophila pigmentado e B. occidentalis. 
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 Biomphalaria tenagophila guaibensis não foi suscetível a S. mansoni quando 

exposta a 50 e 100 miracídios das cepas LE, AL e SJ; 

 

 Biomphalaria tenagophila guaibensis apresentou isolamento reprodutivo quando 

pareado a B. occidentalis, subsidiando o status de subespécie; 

 

 Biomphalaria tenagophila guaibensis (pigmentado) cruzou com B. tenagophila 

(albino), em 27% dos pareamentos realizados, comprovando o status de 

subespécie; 

 

 A direção de transferência de espermatozóide, nos casos de cruzamento 

comprovado, foi de B. t. guaibensis em direção a B. tenagophila; 

 

 Os moluscos das gerações F1 e F2 do cruzamento entre B. t. guaibensis e B. 

tenagophila não se infectaram quando expostas a 100 miracídios da cepa SJ de 

S. mansoni. 
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