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RESUMO 
 
 

SPERANDIO, NATÂNIA DO CARMO. ALTERAÇÕES FISIOLÓGICAS E 
REPRODUTIVAS DE Pseudosuccinea columella (BASOMATOPHORA: 
LYMNAEIDAE) FRENTE A INFECÇÃO EXPERIMENTAL POR Heterorhabditis 
bacteriophora HP88 (RHABDITIDA: HETERORHABDITIDAE), 2022. 76 p. 
Dissertação (Mestrado em Ciências Veterinárias) – Centro de Ciências Agrárias e 
Engenharias – CCAE, Universidade Federal do Espírito Santo, Alegre, ES, 2022. 

O molusco Pseudosuccinea columella atua como hospedeiro intermediário (HI) 

obrigatório no ciclo de Fasciola hepatica, trematoda responsável pela fasciolose, 

doença que acomete o fígado e ductos biliares de diversos mamíferos, em destaque 

os animais de produção e os humanos. Neste sentido, são crescentes os estudos que 

buscam o controle eficaz, seja no hospedeiro vertebrado, agindo no parasito adulto, 

seja no HI, comprometendo o desenvolvimento dos estágios larvais do helminto. 

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar, sob condições laboratoriais, a 

susceptibilidade de P. columella frente a concentração de 150 Juvenil infectante de H. 

bacteriophora HP88/molusco, expostos por 24 e 48h, acompanhado dos seus 

respectivos grupos controle. Após a exposição os moluscos foram avaliados por 21 

dias quanto a: mortalidade acumulada; número de ovos postos e taxa de 

eclodibilidade; alterações bioquímicas, através da mensuração de proteína total 

(PPT), ureia, ácido úrico, glicose, alanina aminotransferase (ALT), aspartato 

aminotransferase (AST) e glicogênio; e possíveis alterações histopatológicas. 

Verificou que a exposição aos nematoides entomopatogênicos (NEPs) induziu 

alterações bioquímicas importantes, como: redução dos níveis de glicose, PPT e 

glicogênio, caracterizando o esgotamento das reservas energéticas nestes 

hospedeiros em decorrência da competição por tais substratos enfrentados pelos 

nematoides; acúmulo de produtos nitrogenados em consequência da ativação da via 

aeróbica, em resposta ao balanço energético negativo; além do aumento das enzimas 

marcadoras de lesão celular. Alcançou-se uma taxa de mortalidade acumulada de 

65,52%, no grupo exposto 48h e comprometimento da função reprodutiva, observada 

pela interferência na eclodibilidade, em relação ao respectivo controle, atrelada as 

desordens histológicas. 

 
Palavras-chave: Controle biológico. Lymnaea sp. Nematoides entomopatogênicos 

(NEPs)  



ABSTRACT 
 
 

SPERANDIO, NATÂNIA DO CARMO. ALTERAÇÕES FISIOLÓGICAS E 
REPRODUTIVAS DE Pseudosuccinea columella (BASOMATOPHORA: 
LYMNAEIDAE) FRENTE A INFECÇÃO EXPERIMENTAL POR Heterorhabditis 
bacteriophora HP88 (RHABDITIDA: HETERORHABDITIDAE), 2022. 76 p. 
Dissertação (Mestrado em Ciências Veterinárias) – Centro de Ciências Agrárias e 
Engenharias – CCAE, Universidade Federal do Espírito Santo, Alegre, ES, 2022. 

The mollusk Pseudosuccinea columella acts as an obligate intermediate host (IH) in 

the Fasciola hepatica life cycle and this fluke is responsible for fasciolosis, a disease 

that affects the liver and bile ducts of many mammals, especially production animals 

and humans. In this sense, there are increasing studies that seek effective control, 

whether in the vertebrate host, acting on the adult parasite, or in the IH, compromising 

the development of the larval stages of the helminth. Thus, the present study aimed to 

evaluate, under laboratory conditions, the susceptibility of P. columella against the 

concentration of 150 infective juvenile of Heterorhabditis bacteriophora HP88/mollusk, 

exposed for 24 and 48 hours, accompanied by their respective control groups. After 

exposure, the mollusks were evaluated for 21 days regarding: accumulated mortality; 

number of eggs laid and hatchability rate; biochemical changes, through the 

measurement of total protein (PPT), urea, uric acid, glucose, alanine aminotransferase 

(ALT), aspartate aminotransferase (AST) and glycogen; and possible histopathological 

changes. It was found that exposure to entomopathogenic nematodes (EPNs) induced 

important biochemical changes, such as: reduction of glucose, PPT and glycogen 

levels, characterizing the depletion of energy reserves in these hosts as a result of 

competition for such substrates faced by nematodes; accumulation of nitrogenous 

products as a result of activation of the aerobic pathway, in response to negative 

energy balance; in addition to the increase in cell injury marker enzymes. A cumulative 

mortality rate of 65.52% was reached in the group exposed for 48 hours and 

impairment of reproductive function, observed by interference in hatchability, in relation 

to the respective control, linked to histological disorders. 

 

Keywords: Biological control. Lymnaea sp. Entomopathogenic nematodes (EPNs)  
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1. INTRODUÇÃO 
 
 

Os moluscos são seres invertebrados que ocupam um papel importante na 

medicina veterinária e humana, pois participam como hospedeiros intermediários (HI) 

de vários parasitos, principalmente de trematódeos. Dentre eles os moluscos 

gastrópodes, como exemplo Pseudosuccinea columella (Syn. Lymnaea columella) 

(Say, 1817), demonstram hábitos aquáticos e colonizam sobretudo águas estagnadas 

ou de cursos lentos presentes em regiões neotropicais (MAS-COMA; VALERO; 

BARGUES, 2009). Essa espécie participa obrigatoriamente no ciclo de vida, como HI, 

do trematoda Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758), agente causal da fasciolose, uma 

enfermidade distribuída mundialmente, que acomete principalmente o fígado e ductos 

biliares de ruminantes, equinos, suínos, animais selvagens (BENNEMA et al., 2014). 

 Além dos impactos econômicos, principalmente na bovinocultura, causados 

pelos prejuízos diretos e indiretos da fasciolose, a enfermidade é considerada uma 

zoonose, da qual a Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que pelo menos 2,4 

milhões de pessoas estão infectadas em mais de 75 países em todo o mundo, além 

de outras milhares em risco de infecção. Além disso, a OMS também destaca que 

nenhum continente está livre da fascioliase, e é provável que, onde casos de animais 

sejam relatados, casos humanos também existam (WHO, 2020). 

Há muitos anos, o controle desses moluscos tem sido realizado com a 

utilização de moluscicidas químicos (SINGH et al., 2010), entre eles sulfato de cobre, 

gramaxone, hidróxido de cálcio, n-tritilmorfolina e niclosamida (NEVES, 2016). No 

entanto, Cantanhede et al. (2010) descrevem que o uso de tais compostos, tem 

gerado preocupação em relação a toxicidade para espécies não-alvo, devido à sua 

baixa seletividade; contaminação do meio ambiente, por se acumularem, 

comprometendo assim a saúde única; pouca especificidade biocida e elevado custo 

de aplicação, o que os tornam limitantes como moluscicidas oficiais em programas de 

controle.  

Dessa forma, há a necessidade do desenvolvimento de medidas alternativas e 

estratégias de controle eficazes que minimizem a contaminação ambiental. Neste 

cenário, surge como opção ao controle químico, o controle biológico com a utilização 

de nematoides entomopatogênicos (NEPs), capazes de colonizar e matar a espécie 

parasitada. Para se alimentarem, esses NEPs utilizam os produtos resultantes da 
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ação de bactérias endosimbiontes, que degradam tecidos de seus hospedeiros 

(DOLINSKI, 2006b). 

Dentre as características que os tornam favoráveis como agentes para o 

controle biológico, está a sua facilidade de cultivo in vitro, o que implica no baixo custo 

de produção; a elevada virulência; alta especificidade para artrópodes e a seguridade 

em vertebrados, plantas e outros microrganismos não alvos (DOLINSKI, 2006b). 

Somada ao fato de que nematoides pertencentes ao gênero Heterorhabditis (Poinar, 

1976) são naturalmente isolados dos solos (CICHE et al., 2006) e que P. columella, 

são considerados moluscos “anfíbios”, pulmonados e podendo ser coletados inclusive 

em locais próximos à água, assim permite, em condições naturais, sua exposição a 

Heterorhabditis. 

Pesquisas neste campo vêm sendo realizadas, como os de Schurkman e 

Dillman (2021), que avaliaram estudos que foram realizados em molusco gastrópodes, 

com NEPs, ressaltando que apesar de crescente no controle de diversas pragas, os 

trabalhos em moluscos gastrópodes ainda detêm poucos relatos em literatura. Das 

espécies de moluscos citadas encontra-se Bradybaena similaris (Férussac, 1821), 

Deroceras agreste (Linnaeus, 1758), Deroceras reticulatum (Muller, 1774), P. 

columella, Oncomenia hupensis (Gredler, 1881) e Parmacella ibera (Eichwald, 1841) 

e tais estudos concentraram-se aos gêneros de nematoide Heterorhabditis e 

Steinernema (Travassos, 1927).  

Tunholi et al. (2014), avaliaram a influência da infecção de Heterorhabditis 

indica LPP1 (Poinar; Kranukar; David, 1992) em B. similaris, molusco HI de Eurytrema 

coelomaticum (Giard; Billet, 1892). Segundo os autores, a infecção pelos NEPs 

oportunizou relevantes alterações metabólicas no molusco hospedeiro, corroborando 

para obtenção de uma significativa taxa de mortalidade nesta população logo após a 

primeira semana de exposição.  

Saeedizadeh e Niasti (2020), estudaram três diferente NEPs, Steinernema 

feltiae (Filipjev, 1934), Steinernema carpocapsae (Weiser, 1955) e Heterorhabditis 

bacteriophora (Poinar, 1976), para o potencial controle da lesma P. ibera, uma grande 

praga de cítricos no norte do Irã. Os resultados revelaram que a mortalidade da lesma 

é reforçada com a ampliação do tempo de exposição e aumento do número dos 

nematoides e todas as espécies estudadas foram capazes de controlar a população 

de P. ibera. 
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Além deste, em P. columella, o nematoide Heterorhabditis baujardi LPP7 

(Phan; Subbotin; Nguyen; Moens, 2003) foi testado por Tunholi et al. (2017) e Vidal et 

al. (2021) e ambos observaram interferências ligadas a biologia reprodutiva e 

alterações fisiológicas no limineídeo em questão. Adicionalmente as alterações 

descritas, Tunholi et al. (2017) relataram taxa média de mortalidade de 66%. Embora 

seja conhecido que algumas espécies do gênero Heterorhabditis, como H. indica, H. 

baujardi, Heterorhabditis heliothidisa e H. heliothidis T327 (Khan, Brooks & 

Hirschmann, 1976), seja infectivo em moluscos gastrópodes, não foram encontrados 

relatos na literatura da espécie H. bacteriophora linhagem HP88 em P. columella, 

categorizando a proposta do presente trabalho inédita.  

Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito moluscicida, 

in vitro, da infecção de Heterorhabditis bacteriophora HP88 em P. columella, bem 

como caracterizar parâmetros fisiológicos, biológicos e reprodutivos desses 

limineídeos, sob condições laboratoriais.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
 

2.1 Fasciola hepatica e o cenário da fasciolose no Brasil 
 

A fasciolose é uma enfermidade causada por F. hepatica (Linnaeus, 1758), um 

helminto da classe Trematoda (ALEIXO et al., 2015; MAZERI et al. 2016). Possui 

corpo achatado no sentido dorsoventral, de aparência foliácea e coloração pardo-

acinzentada (TAYLOR; COOP; WALL, 2016). 

Este helminto tem como hospedeiro definitivo (HD) diversos mamíferos e no 

Brasil apresenta altas taxas de morbidade entre os animais afetados. Além de sua 

importância econômica, existe a preocupação com a saúde pública visto que é uma 

metazoonose. Casos humanos são relatados em todos os continentes, e estima-se 

que existam cerca de 2,4 milhões de pessoas acometidas no mundo (WHO, 2020). 

A patologia repercute em perdas econômicas significativas. Rebanhos com 

animais positivos, reduzem a produção de leite em cerca de 1,5 Kg de leite por vaca 

por dia em relação a rebanhos com ausência de animais positivos para a doença 

(MEZO et al., 2011). Além da diminuição na produção do leite, a infecção poderá 

cursar com a redução no ganho de peso, e, por conseguinte, na produção de carne, 

condenações de fígados em abatedouros, queda nas taxas de fertilidade, descarte 

prematuro de animais e tratamento de animais doentes (SCHWEIZER et al., 2005). 

No Brasil, entre os estados que podem ser citados como de maior frequência 

para fasciolose, estão São Paulo, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, 

Minas Gerais, Goiás e Paraná (OLIVEIRA; SPOSITO-FILHA, 2009). No Espírito Santo 

(ES), diversos autores têm comprovado a alta prevalência desta enfermidade 

enquadrando como área endêmica (BERNARDO et al., 2011; MARTINS et al., 2012; 

MARTINS et al., 2014). De 23 municípios avaliados por Martins et al. (2014), em 18 

deles a fasciolose em bovinos foi diagnosticada e Jerônimo Monteiro, município 

componente da região do Caparaó, destacou-se como o de maior prevalência, com 

índice de 66,7% positivos para a infecção. 

Coletas realizadas por Vieira et al. (2011) revelaram que em um matadouro-

frigorífico situado no estado do ES, durante os anos de 2008 a 2010, com Serviço de 

Inspeção Estadual (S.I.E), demonstrou que a fasciolose hepática foi a principal causa 

de condenação de fígados em bovinos, perfazendo um total de 62,15%. Já nos 
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períodos de 2014 a 2017, Thomaz et al. (2019) relataram 22,20% e Almeida et al. 

(2021) 5,36% de prevalência de descarte por fasciolose, ambos dados de 

levantamento de registros do S.I.E da mesma região, entre 2017 a 2019. Observa-se 

que houve uma queda da prevalência ao longo dos anos, fato este, que pode ser 

atribuído aos programas de controle implementados nessas localidades. 

Na região da zona da mata mineira, Souza et al. (2017), avaliaram a prevalência 

das principais causas de condenação de fígado bovino em abatedouro frigorífico sob 

Serviço de Inspeção Federal (S.I.F), entre os anos 2007 e 2013, e a fasciolose 

representou 21,95% das condenações. A porcentagem de casos positivos detectados 

em abatedouros se equipara com dados descritos por Dutra et al. (2010) nos estados 

de Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Paraná, durante os anos de 2003 a 2008, de 

29,51%, e Teixeira, Quevedo e Quevedo (2020) em Pelotas - Rio Grande do Sul, entre 

2009 e 2014, relataram prevalência de 25,38%. 

No Rio de Janeiro, no município de Campos dos Goytacazes, Gomes et al., 

(2002), identificaram 15,38% de animais infectados por fasciolose, por meio de 

relatórios emitidos, por dois matadouros do município, à Secretaria Estadual de 

Agricultura. 

As perdas decorrentes desta alta prevalência foram levantadas por Bernardo 

et al. (2011), entre anos de 2006 e 2009, e o prejuízo econômico causado pela 

condenação de fígados parasitados por F. hepatica encontrados no sul do ES foi de 

R$ 649.187,50, o que corresponde a 381.875 dólares americanos. Só no ano de 2009, 

as perdas foram da ordem de 132.000 dólares. Echevarria (1995) constatou que a 

perda anual por fígados condenados no Rio Grande do Sul chega a 140.000 dólares, 

um estado com um rebanho bovino muito maior que o do Espírito Santo.  

 A efetiva infecção da fasciolose depende de condições climáticas favoráveis, 

da existência de HI e de HD parasitados (MARQUES; SCROFERNEKER, 2003). As 

condições do ambiente influenciam na presença do HI, estando relacionadas com a 

variação regional e anual da prevalência e incidência enzoótica da fasciolose (PILE et 

al., 1998).  

As condições edafoclimáticas são os fatores que mais favorecem a prevalência 

da fasciolose no Brasil, sendo o clima e a formação de áreas alagadas permanentes 

ou periódicas os principais exemplos (ALEIXO et al., 2015; MOLENTO et al., 2018). 

Neste sentido, Martins et al. (2012) enfatizam que as condições ambientais do estado 
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do ES o tornam uma potencial região de reprodução dos moluscos HI, por possuir 

clima úmido e quente e a topografia local ideal. 

A distribuição de F. hepatica depende da presença de limineídeos que se 

mostram susceptíveis e permissivos a infecção. No Brasil, as espécies que se 

mostraram suscetíveis a infecção por F. hepatica são Lymnaea truncatula (Müeller, 

1774), Lymnaea viatrix (Orbigny, 1835) e Lymnaea cubensis (Pfeiffer, 1839). Porém, 

L. columella, atualmente renomeado para P. columella, apresenta maior distribuição 

geográfica no país (MEDEIROS et al., 2014). 

A interação parasito-hospedeiro está relacionada com a susceptibilidade do 

hospedeiro e com a capacidade do parasito em reconhecer e evadir o sistema interno 

de defesa do molusco (LOCKYER et al., 2004). Quanto ao trematoda F. hepatica é 

dito por alguns autores que existe uma atração miracidiana em relação aos moluscos. 

Esta atração seria decorrente da detecção de substâncias como glicoconjugados, pelo 

miracídio, que seriam secretados/excretados pelos moluscos e que se difundiriam 

pelo meio aquático, sendo detectados pelos estágios miracidiais através das 

terminações sensoriais da papila apical, ou terebratorium (BARBOSA, 1995). 

Com o ciclo biológico heteroxênico, suas fases compreendem na eliminação 

dos ovos nas fezes do HD, e estas entram em contato com regiões alagadas. Após 

14 dias, em média, ocorre o desenvolvimento dos miracídios e estes eclodem dos 

ovos e migram ativamente a procura do HI, penetrando-o em suas partes moles. Agora 

no interior do molusco infectado, os miracídios tornam-se esporocistos e neste há o 

desenvolvimento das rédeas e depois em cercárias. As cercárias voltam para o 

ambiente externo, água, e fixam-se nas vegetações aquáticas, encistando como 

metacercárias, que são a forma infectante para o HD. O período após a penetração 

do miracídio até a formação de metacercárias varia entre 45 a 60 dias. As 

metacercárias se desencistam no intestino delgado, migram e penetram na cápsula 

hepática, e migração pelo parênquima hepático até se alojarem nos ductos biliares, 

aonde vão se instalar e amadurecer, liberando ovos nas fezes (SILVA et al., 1980, 

BOWMAN, 2014). 
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2.2 Hospedeiro intermediário de Fasciola hepatica 
 

Os moluscos gastrópodes da família Lymnaeidae atuam como hospedeiros 

intermediários do trematódeo F. hepatica, sendo Lymnaea columella renomeada 

recentemente para P. columella (MEDEIROS et al., 2014) a principal espécie 

encontrada no Brasil. Sua classificação taxonômica foi desenvolvida conforme mostra 

a figura 1. 

 

Figura 1 - Classificação de Pseudosuccinea columella. 

 
Fonte: O autor 

 

Morfologicamente, os limineídeos caracterizam por apresentar concha cônica 

alongada, apresentando voltas convexas, com suturas rasas ou profundas, giros para 

a direita (dextrogira) e com abertura tendendo à oval-alongada ou arrendodada-ovóide 

que pode ocupar a metade ou até ¾ do comprimento total da concha (CARVALHO, 

2014)  (Figura 2).  
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Figura 2 - Exemplar de Pseudosuccinea columella, evidenciando os aspectos 
conquiliológicos, seus tentáculos em formato triangular com achatamento e seus 

olhos compondo o centro da base dos tentáculos. 

 
Fonte: Laboratório de Parasitologia - UFES.  

Seta 1: aspectos conquiliológicos; seta 2: tentáculos; seta 3: olhos 
 

Além da análise morfológica externa, há a caracterização anatômica dos 

órgãos internos desses gastrópodes, em especial: a massa cefalopediosa, estrutura 

muscular externa à cocha, com coloração cinza difusamente pálida com pontos 

brancos, sendo considerada a estrutura principal da região cefálica, demonstrando 

importante função sensorial e motora; o manto, estrutura interna a concha, que 

recobre a cavidade pulmonar e pericárdica, de coloração acinzentada; a glândula de 

albúmen (Figura 3), apresentando como um órgão volumoso, parenquimatoso, que se 

encontra em íntimo contato com o oviduto e a glândula nidamental (PARAENSE, 

1982), sendo esta, encontrada no interior da concha, dorso caudal a glândula digestiva  

(GOMES, 1985; DIAS, 2013; CARVALHO, 2014). 
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Figura 3 - Anatomia reprodutiva de Pseudosuccinea columella. 

 
Fonte: Adaptado de Pointier et al., 2009.  

GA: glândula de  albúmen; OT: ovotestes; OV: oviduto; ORP: órgão reprodutor masculino; EP: 
espermateca. 

 

São animais hermafroditas, possuindo também a capacidade de se 

autofecundar; em muitos ambientes, esta é a principal forma de reprodução, devido a 

presença da glândula denominada ovotestes, onde estão localizadas as células 

germinativas femininas e masculinas, sendo recoberta pela glândula albuminosa 

(KANAPALA; ARASADA, 2013).  

Interligados por um lóbulo acessório, a glândula digestiva, é composta por 

ácinos tubulares que ocupam grande parte da cavidade espiral da concha. A glândula 

digestiva apresenta epitélio escamoso constituído por células digestivas e secretoras 

com formato piramidal a cônico, podendo ser colunar além de uma lâmina própria 

constituída por tecido conjuntivo fibroso. Como principal função destaca a manutenção 

do metabolismo energético do hospedeiro, sendo por isso considerado o principal sítio 

de desenvolvimento de estágios larvais de trematódeos e nematoides (KANAPALA; 

ARASADA, 2013).  

Semelhante a outros caramujos, depositam ovos translúcidos em meio a uma 

massa gelatinosa, enfileirados, uma média de 30 ovos. As células germinativas 

femininas são envolvidas a partir da secreção da glândula albuminosa, amadurecendo 

do ápice ao final da massa cefalopediosa. Os gametas femininos e masculinos, se 

deslocam para a glândula de nidação, onde a fertilização ocorre. Posteriormente, 
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verifica a síntese de massas ovígeras, constituídas por secreções translúcidas 

derivadas da glândula albuminosa, contendo os oócitos fertilizados, que a partir de um 

poro genital são depositados ao ambiente para que ocorra seu desenvolvimento. A 

embriogênese se faz no ambiente e a liberação dos caramujos das massas ovígeras 

ocorrerá entre 14 e 15 dias, dependendo do favorecimento das condições ambientais 

(TAIR-ABBACI et al., 2017). 

Esses limineídeos alimentam-se de algas e vegetais em decomposição. Sua 

longevidade é estimada em cerca de 180 dias, colonizando os mais variados tipos de 

corpos d´água (rios, lagos, lagoas), muitas vezes em condições de baixa oxigenação, 

podendo ser encontrados em bebedouros (Figura 4). Isto porque são animais anfíbios, 

pulmonados, podendo ser coletados inclusive em locais imersos próximos à água 

(MEDEIROS et al., 2014). Os fatores ideais para ocorrência do hospedeiro 

intermediário envolvem umidade adequada e temperatura acima de 15-25ºC 

(FREITAS et al., 2014; TAYLOR; COOP; WALL, 2016).  

 
Figura 4 - (A) Bebedouro do setor de bovinocultura do Instituto Federal do Espírito 

Santo – Campus Alegre, com exemplares de Pseudosuccinea columella. (B) P. 
columella em aquário da colônia do Laboratório de Parasitologia do Hospital 

Veterinário da Universidade 

 
Fonte: O autor 
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2.2.1 Aspectos bioquímicos do metabolismo de moluscos 
 

2.2.1.1 Metabolismo energético  
 

Nos gastrópodes pulmonados, o metabolismo energético é baseado 

principalmente a partir da degradação de carboidratos, os quais são armazenados na 

forma de polissacarídeos, sendo o glicogênio e o galactogênio, os de maior 

importância para o metabolismo energético e à reprodução, respectivamente, e mais 

abundantemente encontrados nesses hospedeiros (GERAERTS, 1992). Somado a 

isso, já é sabido que moluscos gastrópodes possuem a capacidade utilizarem outras 

fontes carbonadas, como lipídeos e proteínas. Estes moluscos, em situações de 

estresse fisiológico, tais como, jejum e parasitismo, após o consumo das reservas de 

carboidratos, os lipídeos são mobilizados para o uso como substrato alternativo na 

produção de energia (STOREY, 2002; GIOKAS; PAFILIS; VALAKOS, 2005). 

O glicogênio é um polímero de D-glicose de cadeias lineares. Esta 

macromolécula pode ser composta apenas por resíduos de glicose ou apresentar 

outros componentes, notadamente, açúcares derivados, como os amino açúcares, 

sendo, então, denominados homopolímeros ou heteropolímeros, respectivamente. 

Em condições fisiológicas, o metabolismo energético de gastrópodes é dependente 

de vias aeróbias, porém quando submetidos a condições de estresse, como o 

parasitismo, esses organismos podem redirecionar seu fluxo metabólico, resultando 

na ativação de outras vias bioquímicas, inclusive, vias fermentativas (TUNHOLI et al., 

2011; AMARAL, et al. 2021). Dados obtidos por Tunholi et al. (2014) ao estudarem as 

alterações fisiológicas de B. similaris induzidas pelo nematoide entomopatogênico H. 

indica LPP1, reforçam esta afirmação. 

O glicogênio nos moluscos gastrópodes é encontrado nas células da glândula 

digestiva, responsável por normalizar os níveis de glicose na hemolinfa atuando 

diretamente na manutenção da homeostase glicêmica; e na massa cefalopediosa, 

tecido muscular, responsável por fornecer energia durante a realização de atividade, 

como a locomoção ou em situações de estresse (PINHEIRO; AMATO, 1994).  

O galactogênio, no entanto, é encontrado exclusivamente na glândula de 

albúmen e em posturas recentes. A glândula de albúmen é um tecido exócrino 

constituído por tipos de células secretoras, as quais sintetizam o polissacarídeo em 

questão, que posteriormente é armazenado em vesículas membranosas destinadas 
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ao complexo golgiense e células ciliadas. Assim, lipídios e glicogênio são formados a 

partir do galactogênio (BECKER, 1980).  

Os ovos dos gastrópodes pulmonados são ricos em galactogênio e proteína, 

moléculas energéticas que compõem as massas ovígeras destes organismos. A 

glândula de albúmen é ainda responsável pela secreção do fluido peri-vitelínico, no 

qual mostra-se constituído por proteínas e galactogênio e preenche as bolsas que 

circundam os embriões, sendo responsável pela nutrição destes (GOUDSMIT, 1972). 

Assim, em consequência do esgotamento das reservas desse polissacarídeo, espera-

se comprometimento na performance reprodutiva dos moluscos, tanto na redução do 

número total de ovos, como na eclodibilidade embrionária destes. Tal condição foi 

descrita por Tunholi et al. (2017) estudando a interface P. columella/H. baujardi LPP7 

e Amaral et al. (2021), com Biomphalaria glabrata (Say, 1818)/H. bacteriophora. 

Bayomy; Elk; Joosse (1987) observaram que em condições de jejum severo, 

Bulinus truncatus (Audouin, 1872) demonstrou uma diminuição significativa na postura 

de ovos, entretanto, 24h após o restabelecimento da alimentação a oviposição 

retornou ao patamar de normalidade. Tais resultados indicam que em condições de 

estresse energético, uma das primeiras atividades biológicas a serem cessadas ou 

reduzidas em gastrópodes é a performance reprodutiva. 

Estudos demonstraram que o principal substrato energético utilizado por 

trematódeos para o desenvolvimento de esporocistos e, consequentemente, das 

cercárias é representado por monômeros de glicose. Assim, espera-se que haja 

redução na concentração desse monossacarídeo na hemolinfa de moluscos 

infectados. O desequilíbrio causado na composição glicídica da hemolinfa, leva o 

molusco a dispor de suas reservas de carboidratos, o que causa a depleção dos 

estoques de glicogênio, caracterizando um quadro de balanço energético negativo 

(BECKER, 1980).  

Condição similar foi verificado Amaral et al. (2021) ao observarem redução 

significativa nos conteúdos de glicose após infecção por H. bacteriophora em B. 

glabrata. Estes autores reforçam que tais achados resultam da competição direta por 

nutrientes entre o molusco hospedeiro e o complexo nematoide/bactéria, uma vez que 

estudos in vitro têm confirmado a habilidade da bactéria endossimbiótica, 

Photorhabdus luminescens (Thomas; Poinar, 1979), em usar glicose como substrato 

energético, favorecendo o estado de hipoglicemia (GIL; CHOO; GAUGLER, 2002). 
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A concentração de glicose na hemolinfa diminuiu significativamente nos grupos 

compostos por caracóis (B. glabrata) infectados com Angiostrongylus cantonensis 

(Chen, 1935) e Echinostoma paraensei (Lie; Basch, 1967) em comparação ao 

controle, assim como o teor de glicogênio na massa cefalopediosa, no estudo de 

Bonfim et al. (2020). 

 

 

2.2.1.2 Metabolismo de proteínas e de produtos nitrogenados  
 
 Tanto para vertebrados quanto para invertebrados, o carboidrato é a 

principal fonte imediata de energia, enquanto que a proteína é considerada uma fonte 

secundária, sendo suas reservas mobilizadas em situações de estresse fisiológico. 

Somado a isso, as proteínas também são encontradas na constituição de unidade 

celular; das enzimas essenciais ao metabolismo; transporte de substâncias e na 

composição de hormônios (proteicos) responsáveis pela regulação do metabolismo. 

Estruturalmente, as proteínas são polímeros de aminoácidos unidos por ligações 

peptídicas e sua concentração plasmática em vertebrados é representada pelas 

frações de albumina e globulinas (CHRISTENSON; FINLEY; SILVERMAN, 1989). 

 Moluscos quando infectados por estágios larvais de trematódeos e 

nematoides, apresentam severas alterações fisiológicas, principalmente em 

decorrência da competição por nutrientes entre o parasito e o hospedeiro. Gress e 

Cheng (1973) observaram na hemolinfa de B. glabrata infectadas por Schistosoma 

mansoni (Sambon, 1907) redução significativa na concentração de proteínas totais, 

alcançando um terço do valor constatado para os animais não infectados. Neste 

estudo, os autores consideraram a possibilidade dos estágios larvais do parasito em 

absorverem diretamente aminoácidos da glândula digestiva do hospedeiro. 

 A infecção por larvas de trematódeos é descrita como uma condição 

fisiológica similar ao jejum, uma vez que ambas as situações induzem alterações 

quantitativas e qualitativas nos níveis de carboidratos e proteínas em moluscos 

(BECKER; SCHMALE, 1975; PINHEIRO, 1996). A ativação do catabolismo proteico é 

observada, repercutindo em um significativo decréscimo deste substrato na glândula 

digestiva e hemolinfa dos organismos infectados (PINHEIRO; MALDONADO; 

LANFREDI, 2009).  
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 Backry (2009) observou significativo declínio nos níveis hemolinfáticos de 

albumina em Biomphalaria alexandrina (Ehrenberg, 1831) infectadas por S. mansoni 

e atribuiu este fato ao prejuízo histológico observado na glândula digestiva destes 

hospedeiros, uma vez que, representa o principal sítio de síntese deste substrato.  

Quando os moluscos passam a utilizar outros substratos, como por exemplo as 

proteínas, para a obtenção de energia afim de reverter o balanço energético negativo,  

instaurasse juntos os produtos nitrogenados de excreção, ácido úrico e ureia, 

decorrente da transaminação de aminoácidos (PINHEIRO, 1996; BONFIM et al., 2014; 

AMARAL et al., 2021). 

Os gastrópodes fazem excreção sob condições normais, de íons de amônio e 

sob estresse fisiológico liberam formas alternativas a partir de um padrão ureotélico 

(ureia) ou uricotélico (ácido úrico) (MELLO-SILVA et al., 2010). 

Em vertebrados, a ureia é um subproduto nitrogenado obtido mediante 

degradação de proteínas. Sua síntese depende tanto da função hepática quanto do 

equilíbrio proteico (produção de amônia). É o principal produto final do metabolismo 

de proteínas quando a amônia, liberada durante a desaminação de aminoácidos, é 

transformada em ureia no fígado. Uma vez formada, a ureia é transportada do fígado 

pelo sistema vascular e se difunde de forma passiva por toda a água corporal 

(THRALL et al., 2015).  

Thompson, Mejia-Scales e Borchardt (1991), estudando a relação entre B. 

glabrata e S. mansoni, verificaram que a infecção induziu intensa proteólise no 

molusco hospedeiro, culminando com a produção de amônia que necessita ser 

detoxificada via purinas, como ácido úrico, levando o caramujo demandar de uma 

maior quantidade de energia. 

Moluscos aquáticos apresentam um padrão uricotélico de excreção. Para alguns 

autores, o ácido úrico tem a vantagem de poder ser excretado com pequena perda de 

água, porém a ureia é menos tóxica ao molusco, embora sua excreção represente 

mais perda de água. Então, Pinheiro, Maldonado e Lanfredi (2009) relataram que 

quando se verifica a inversão do padrão uricotélico para ureotélico em moluscos 

infectados sugere-se uma capacidade adaptativa do hospedeiro. 
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2.2.1.3 Atividades das aminotransferases: Aspartato aminotransferase 
(AST ) e Alanina aminotransferase (ALT)  
 
 As aminotransferases, são enzimas responsáveis pela conversão de 

grupamentos amino de um aminoácido em um α-cetoácido (MOSS; HENDERSON, 

1998), desempenhando assim, um papel importante no metabolismo energético. Além 

disso, a transaminação de aminoácidos resulta na formação de subprodutos 

essenciais para o desenvolvimento dos parasitas, como a arginina.  Essas alterações 

podem alterar as taxas de glicogênese, gliconeogênese e glicólise no caracol 

(MELLO-SILVA et al., 2010; BONFIM et al. 2020). Ademais, as transaminases têm 

sido frequentemente utilizadas como excelentes biomarcadoras de lesão celular 

(TUNHOLI et al., 2011, TUNHOLI-ALVES et al., 2012). 

 Então, as aminotransferases constituem um grupo de enzimas que catalisa 

a interconversão de aminoácidos a 2-oxo-ácidos pela transferência de grupos amino. 

A aspartato aminotransferase (AST) (EC 2.6.1.1; 1-aspartato:2-oxoglutarato 

aminotransferase) e a alanina aminotransferase (ALT) (EC 2.6.1.2; l-alanina:2-

oxoglutarato aminotransferase) são exemplos de aminotransferases de interesse 

clínico. A dupla 2-oxoglutarato/l-glutamato serve como um par doador em todas as 

reações de transferência de grupo amino. A especificidade de cada enzima advém do 

aminoácido específico que serve como o outro doador de um grupo amino (TIETZ, 

2016). 

Dentre as aminotransferases, a ALT se destaca, por se trata de uma enzima 

presente no citosol de vários tipos de células, considerada uma enzima de 

extravasamento celular. Em vertebrados é verificada em hepatócitos (especialmente 

naqueles da região periportal) e em menor quantidade nos rins, músculos cardíaco e 

esquelético e hemácias. Em moluscos, autores relatam o aumento de sua atividade 

tanto na hemolinfa quanto nos tecidos de organismos infectados por larvas de 

trematódeos e nematoides (MANOHAR; RAO; SWAMI, 1972; CHRISTIE; 

MICHELSON, 1975). Tal alteração, decorre em parte de lesões celulares impostas 

pelos estágios larvais do parasito em desenvolvimento em tecidos do hospedeiro 

associadas com a necessidade deste em restabelecer sua glicemia.  

A ALT pode ser liberada quando há lesão celular (extravasamento) e necrose, 

bem como no caso de indução enzimática (aumento da síntese). Em quadros de 

colestase e obstrução do trato biliar, autores tem verificado em vertebrados aumento 
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da atividade plasmática da ALT, como resultado dos efeitos tóxicos dos sais biliares 

nos hepatócitos (THRALL et al., 2015). 

Por sua vez, a aspartato aminotransferase (AST) é encontrada em maior 

concentração nos músculos esqueléticos, fígado e músculo cardíaco, portanto, seu 

aumento indica a ocorrência de lesão hepatocelular ou muscular sendo liberada em 

processos de lesão celular subletal (extravasamento) ou necrose. Nas lesões leves, 

apenas a AST citoplasmática é liberada, enquanto que em lesões graves verifica 

também o extravasamento da enzima mitocondrial (THRALL et al., 2015). 

 
 
2.2.2 Biologia reprodutiva de Pseudosuccinea columella 
 

A relação parasito-hospedeiro pode ser complexa, não se limitando apenas ao 

hospedeiro ser resistente ou susceptível ao parasito. Segundo Wakelin (1978), a 

infecção e o sucesso reprodutivo passam pela variação genética intraespecífica, na 

qual é constante a busca pela caracterização do comportamento de um parasito 

dentro de um hospedeiro, assim como o sucesso ou os efeitos negativos associados 

(MINCHELLA, 1985). 

  Neste contexto, Minchella (1985) postulou o fenômeno “compensação de 

fecundidade” que se caracteriza como uma explosão de postura de ovos 

imediatamente após a exposição ao parasito, em resposta a uma adaptação do 

molusco frente ao parasitismo de trematódeos. A autora explica que o aumento da 

atividade reprodutiva visa compensar a perda futura, constatada no momento da 

infecção, até a efetiva interferência pelo desenvolvimento do parasito. Tal fenômeno 

foi observado em B. glabrata e B. alexandrina expostos a S. mansoni, denotando 

aumento significativo na postura de ovos pelos moluscos durante o período pré-

patente de desenvolvimento parasitário. 

Pan (1965) relatou que a exposição de caracóis, sexualmente maduros, após 

três semanas a exposição ao parasito, favoreceu o aumento na postura de ovos em 

relação ao controle. Esta resposta é consistente com a fecundidade estratégia de 

compensação que favorece genótipos com maturação sexual precoce em resposta a 

infecção por trematódeos. Caracóis com este genótipo se reproduzirão antes do 

parasito esgotar suas reservas energéticas ou lesionar os sítios reprodutivos. 
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Lima et al. (2017) ao avaliarem os efeitos da infecção experimental de A. 

cantonensis quanto a biologia reprodutiva de Biomphalaria straminea (Dunker, 1848) 

e Biomphalaria tenagophila (d'Orbigny, 1835), relataram a ocorrência da 

compensação reprodutiva em ambas as espécies. 

Outro fenômeno observado é o da castração parasitária que, na relação 

molusco vs trematoda, pode ser entendida como qualquer mudança na função 

reprodutiva, destruição ou alteração do tecido gonadal do hospedeiro, que leve à 

redução ou completa interrupção da atividade de colocação de ovos (FARO et al., 

2013). Tal fenômeno foi visto por esses últimos autores e por Cooper et al. (1994) 

durante a interface B. glabrata/S. mansoni. 

Baudoin (1975) ainda ressalta que a castração pode ser caracterizada por uma 

causa imediata, através da interferência mecânica com as gônadas, seja em função 

de uma atrofia tecidual, explicada por um desvio de nutrientes que seriam utilizados 

para o desenvolvimento e manutenção das gônadas, ou em decorrência de um 

processo degenerativo tecidual induzido pela presença física do parasito nas 

gônadas. Pinheiro, Maldonado e Lanfredi (2009) consideram que a castração 

parasitária é uma resposta adaptativa do hospedeiro frente à infecção. Quando 

infectados, moluscos apresentam um balanço energético negativo mobilizando suas 

reservas polissacarídicas principalmente da glândula digestiva e massa cefalopediosa 

para a sua sobrevivência.  

Este fenômeno foi observado em uma ampla variedade de interações parasito-

hospedeiro.  Paschoal e Amato (1996) avaliaram as alterações no perfil reprodutivo 

de B. similaris infectadas por E. coelomaticum onde após estudo histológico observou 

um estado degenerativo no ovotestis, redução da espermatogênese, bem como nas 

posturas de ovos nos organismos infectados, ratificando a hipótese sugerida por 

Baudoin (1975).  

 

 
2.2.3 Alterações histopatológicas de moluscos parasitados 
 

A histopatologia tem se mostrado uma ferramenta acessível, eficaz e 

usualmente aplicada em estudos relacionados a susceptibilidade de moluscos a 

diferentes espécies de helmintos (TUNHOLI-ALVES et al., 2014, 2015; VIDAL et al. 

2019). De acordo com estes autores, a infecção induz intensa desorganização celular 



30 

 

caracterizada pela proliferação de amebócitos e expansão de matriz extracelular, 

favorecendo o processo de fibrosamento e de calcificação metastática no tecido 

afetado.  

Tunholi et al. (2017) demonstraram, sob condições experimentais, que a 

infecção por H. baujardi LPP7 induziu severas alterações histopatológicas em P. 

columella, sendo está caracterizada pela produção de um infiltrado hemocitário 

seguido pela formação de nódulos fibrosos. Para tais autores, estas reações 

comprometem a função do órgão afetado (complexo gônada-glândula digestiva), 

contribuindo para a perda da homeostase e morte dos moluscos em questão. 

Faro et al. (2013) descreveram que B. glabrata infectada por S. mansoni 

apresentou no exame histopatológico: atrofia de ovotestes e desaparecimento de 

células germinativas, diminuição da densidade celular na glândula albuminosa, 

glândula digestiva com citoplasma pouco preservado. E reitera que esses achados 

sugerem uma redução dos recursos envolvidos na reprodução, levando à interrupção 

da oviposição durante o período patente da infecção.  

Ainda em B. glabrata, agora infectado por E. paraensei, Tunholi et al. (2013) 

relataram lesão e desorganização celular do complexo gônada-glândula digestiva e 

relacionaram os achados a perda de funções fisiológicas normais destas glândulas, 

caracterizado pela incapacidade de armazenar glicose na forma de glicogênio, 

explicando assim as alterações glicêmicas observadas. 
Martins (2018),  ao estudar o gastrópode terrestre Bulimulus tenuissimus  como 

potencial hospedeiro de A. cantonensis, observou, histologicamente, infiltrado 

hemocitário na massa cefalopediosa, local de preferência para o desenvolvimento das 

larvas, perda de organização dos ácinos da glândula digestiva, células epiteliais com 

uma clara vacuolização no citoplasma e material amorfo no lúmem acinar, sugestivo 

de picnose e cariorexia indicando processo de apoptose, e na reação de PAS mostrou 

uma pequena quantidade de glicogênio nessas células. 

Vidal et al. (2021) indicaram que a exposição ao H. baujardi LPP7 culminou em 

desarranjos celulares importantes em P. columella, sendo as alterações descritas  o 

infiltrado hemocitário na glândula digestiva, diminuição das células femininas e 

masculinas na glândula reprodutiva, culminando em um déficit na produção, 

degeneração no manto. 
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2.2.4 Controle Moluscicida 
 

Com um ciclo biológico indireto, F. hepatica necessita obrigatoriamente de um 

hospedeiro intermediário molusco. Sendo assim, uma alternativa para o controle da 

fasciolose, especialmente para regiões consideradas endêmicas, é eliminação 

populacional desse molusco (MOTA; CAMPOS; ARAÚJO, 2003), sendo esta 

alternativa uma indicação da Organização Mundial da Saúde (WHO, 2020). 

Os métodos de controle de moluscos podem ser classificados em: físico, 

químico e biológico. O controle físico envolve a alteração no desenvolvimento dos 

moluscos, entre eles destaca-se o aterramento de corpos hídricos, drenagem e 

retificação de leitos, bem como limpeza e retirada da vegetação aquática (OLIVEIRA; 

SPOSITO-FILHA, 2009). 

O método mais conhecido e empregado nos últimos anos tem sido o controle 

químico, com utilização de substâncias genericamente denominada moluscicidas. No 

entanto, o uso de moluscicida sintético tem gerado preocupação em relação a fatores 

como: toxicidade para outras espécies, devido à sua baixa seletividade; contaminação 

do meio ambiente, por se acumularem, comprometendo assim a saúde humana e 

animal (BRASIL, 2008).  

Estima-se que mais de 7.000 produtos químicos sintéticos já foram testados 

com a finalidade moluscicida, mas poucos merecem destaque. Dentre eles, podem 

ser citados: sulfato de cobre, gramaxone, hidróxido de cálcio, n-tritilmorfolina, 

niclosamida, carbamato, metaldeido e organofosfato (CANTANHEDE et al., 2010; 

SINGH et al., 2010; COSTA et al., 2015).  

No entanto, apenas um produto permanece disponível comercialmente e é 

aprovado pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa) (CAS n.º 50-65-7) 

para uso em programas de controle: a niclosamida (N-(2›-cloro-4›nitrofenil)-5-

clorosalicilanilida), sobretudo em áreas endêmicas, de acordo com a Organização das 

Nações Unidas (ONU) (PINHEIRO et al., 2003). O baixo número de registros de 

produtos moluscicidas pode estar relacionado ao não atendimento dos critérios 

estabelecidos pela Anvisa, dos quais são considerados: toxidade e concentração da 

substância ativa; finalidade; condições de uso; relato de problemas já ocorridos; 

exposição do produto à população, bem como frequência e duração (VIDAL et al., 

2018). 
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 Nesse contexto, existe a necessidade do desenvolvimento de novas 

alternativas de controle para tais organismos. Dentre estas, a utilização de metabólitos 

obtidos de algumas espécies de vegetais vem se mostrando viável como método 

alternativo de controle. Alvarez-Mercado et al., (2015) citam alguns métodos com 

potencial moluscicida, que consistem no uso de fitoterápicos: extratos, óleos de 

plantas com compostos medicinais; além do controle biológico: mediante o emprego 

de espécies de fungos e de NEPs. 

Os fungos e NEPs são agentes parasitários facultativos encontrados 

naturalmente em solos. Avaliando o potencial ovicida de fungos, Duarte et al. (2015) 

estudaram a vulnerabilidade de massas ovígeras de B. glabrata submetidas a infecção 

por Metarhizium anisopliae (Metschnikoff, 1879) em condições laboratoriais. A 

viabilidade dos ovos, bem como, a maturação das massas ovígeras do molusco 

hospedeiro diminuíram significativamente após exposição aos conídios e hifas do 

fungo, sugerindo, portanto, sua utilização em programas de controle biológico deste 

planorbídeo. Já, Castro et al. (2019) avaliaram a utilização de Pochonia 

chlamydosporia (Goddard, 1913) linhagem Pc-10 em massas ovígeras de P. 

columella, in vitro. Segundo tais autores, o fungo em questão comprometeu o 

processo de embriogênese dos limineídeos, reduzindo a viabilidade dos ovos dentro 

das massas ovígeras. 

Por sua vez, a utilização de NEPs se configura como uma alternativa eficaz e 

promissora para o controle de invertebrados. Tais nematoides atuam como veículos 

para bactérias simbiontes, que são patogênicas, que quando introduzidas no corpo 

dos invertebrados hospedeiros, provocam rápida septicemia, levando-o a morte 

(DOLINSKI, 2006b; TUNHOLI et al., 2017), ou consideráveis desordens ligadas a 

biologia reprodutiva e fisiológica como observado por Vidal et al. (2021).  

 

 

2.3 Nematoides entomopatogênicos e o controle biológico de parasitos 
 

Taxonomicamente, Rhabditida é a ordem que abrange os NEPs. Inseridas 

nesta ordem, quatro famílias demonstram maior importância: Sphaerulariidae, 

Mermithidae, Heterorhabditidae e Steinernematidae, sendo os dois primeiros 

entomofílicos e os outros entomopatogênicos. Das famílias entomopatogênicas, os 

nematoides apresentam a capacidade de infectar, desenvolver e matar populações 
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de artrópodes alvos considerados como pragas agrícolas e de relevância médica 

veterinária, sendo por isso extensivamente utilizados no controle biológico destes 

organismos (DOLINSKI, 2006b, ALMENARA et al., 2010). 

Relatos na literatura demonstram o potencial de nematoides 

entomopatogênicos para o controle de diferentes pragas, inclusive já existe produção 

de nematoides em escala industrial no EUA, Canadá, Austrália, Suíça, República 

Tcheca, Itália, Reino Unido, Suécia, Alemanha, Holanda, Cuba, Japão e Israel. 

Recentemente no Brasil, a empresa Biocontrole começou a produzir e comercializar 

um produto a base de NEPs formulados em esponjas de poliuretano para o controle 

do bicudo da cana-de-açúcar, Sphenophorus levis (Laurie; 1978) (MONTEIRO; 

PRATA, 2013). 

Dentre estas mais atenção tem sido dada a duas famílias: Steinernematidae, 

que compreende os gêneros Neosteinernema (Nguyen; Smart, 1994) e Steinernema; 

e Heterorhabditidae, com apenas o gênero Heterorhabditis (ADAMS et al., 2006), que 

são considerados cosmopolitas, podendo ser encontrados em solos de diversos locais 

no mundo (LAWRENCE; HOY; GREWAL, 2006). 

A forma infectante dos NEPs são os Juvenis infectantes (JIs), que infectam um 

inseto adulto ou larva ativamente, penetrando através de orifícios naturais como boca, 

ânus ou espiráculos respiratórios. Os JIs apresentam em seu tubo digestivo uma 

monocultura de bactérias endosimbiontes que permanecem com crescimento e 

metabolismo controlados dentro do intestino dos JIs, até que este encontre um inseto 

para infectar (ALMENARA et al., 2012). 

As bactérias entomopatogênicas são particulares de acordo com o gênero do 

NEP. As espécies do gênero Heterorhabditis têm associação com bactérias do gênero 

Photorhabdus, carregando-as na região anterior do intestino (BIRD; AKHURST, 1983;  

LEWIS et al., 2006). Apesar da maioria dos estudos se concentrarem nos agentes 

primários, alguns estudos sugerem que os NEPs também carregam outras cepas 

bacterianas secundárias, mas a natureza ou potencial mutualista destes ainda não 

seja bem compreendido (BABIC et al., 2000; OGIER et al., 2020). 

A simbiose entre o nematoide e as bactérias existe pelo fato de que estas 

exercem a função de levar a morte do hospedeiro, transformar seus tecidos em fonte 

de alimento, disponibilizá-lo como recurso alimentar e propiciar um ambiente 

adequado para reprodução dos nematoides. Em adição, tais endosimbiontes 

produzem antibióticos e outros metabólitos secundários que protegem o cadáver do 
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hospedeiro contra o desenvolvimento de microrganismos oportunistas e 

competidores. Por outro lado, os nematoides oferecem às bactérias proteção, tanto 

do ambiente externo quanto do sistema imunológico do hospedeiro (STOK; 

CAMPBELL; NADLER, 2001). 

Assim que o NEP penetra em seu hospedeiro, liberam as bactérias 

endosimbiontes na cavidade corporal deste. Tais bactérias liberam uma série de 

toxinas e metabólitos secundários que impedem a resposta imune do hospedeiro, 

levando à uma septicemia e morte (WATERFIELD et al., 2005). Essas bactérias atuam 

também na bioconversão do cadáver, que é realizada por enzimas hidrolíticas que 

convertem os tecidos do hospedeiro em biomassa bacteriana (ELEFTHERIANOS et 

al., 2010). 

Os JIs, ao se alimentarem da biomassa convertida pelas bactérias, passam 

para os estádios J3, J4 e então se desenvolvem em adultos hermafroditas de primeira 

geração. Estes hermafroditas liberam ovos, dos quais eclodem larvas que passam 

pelos quatro estádios larvais (J1, J2, J3 e J4) e se desenvolvem na segunda geração 

de adultos, considerada dioica, com presença de machos e fêmeas. Esse ciclo com 

adultos machos e fêmeas se repete até que a fonte de alimento do cadáver do 

hospedeiro se esgote, ou a densidade populacional do nematoide seja muito alta 

(DOLINSKI, 2006a, NOGUEZ et al. 2012). 

Nestas condições, os nematoides que deveriam se desenvolver em J3 passam 

a JIs, processo estimulado e controlado por feromônios denominados ascarosídeos, 

dos quais saem do cadáver do hospedeiro, indo para o meio externo, reiniciando um 

novo ciclo quando um novo hospedeiro é infectado (Figura 5) (NOGUEZ et al., 2012).  

Em laboratório, o ciclo de vida descrito dura aproximadamente 15 dias quando 

mantido em larvas do lepidóptero Galleria mellonella (Linnaeus, 1758), e a morte do 

inseto acontece em aproximadamente 24h. Além disso, em laboratório, os JIs podem 

sobreviver e continuar infectantes por mais de um ano (ROSSI, 2014). 
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Figura 5 - Esquema do ciclo de vida dos nematoides entomopatogênicos do gênero 
Heterorhabditis dentro de um inseto. 

 
Fonte: O autor 

 

 

2.3.1 Heterorhabditis bacteriophora 
 

Os nematoides pertencem a um grande filo de metazoários, um grupo 

numeroso e diversificado que tem um número médio de 100.000 a 1.000.000 de 

espécies (LAMBSHEAD, 1993). Morfologicamente, nematoides são descritos como 

vermes de corpo alongado, cilíndrico e geralmente pequenos (cerca de 2 mm) 

(WOOD, 1988). Nematoides de vida livre são amplamente encontrados em ambientes 

terrestres e aquáticos, e mostram-se resistentes às condições ambientais adversas 

(BUNDY, 1997). 
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Nematoides Heterorhabditis são classificados como entomopatogênicos, visto 

que causam doença e são letais para insetos que possuem alguma fase de vida 

terrestre (POINAR, 1990). Atualmente, sabe-se que NEPs são capazes de matar uma 

gama de artrópodes, incluindo até carrapatos (VASCONCELOS et al., 2004). A 

infecção do hospedeiro se dá por uma fase larval de resistência do nematoide, 

chamada de JIs considerada a única fase do desenvolvimento encontrada no solo, ou 

seja, fora do corpo do inseto hospedeiro (WOOD, 1988). Tais estádios possuem duas 

cutículas e um dente córneo (Figura 6A), que possibilita que os JIs consigam penetrar 

percutaneamente o corpo do hospedeiro ou infectar estes mediantes a penetração de 

orifícios naturais como boca, ânus e espiráculos respiratórios, sendo estas 

características exclusivas do gênero (ROSSI, 2014), Fato este que beneficia 

Heterorhabditis em relação aos demais gêneros, em especial Steinernema. 

De modo geral, Heterorhabditis spp. edifica uma relação de simbiose do tipo 

mutualismo multipartido com bactérias (HUSSA; GOODRICH-BLAIR, 2013) do gênero 

Photorhabdus (Figura 6B). Tais bactérias ficam alojadas na porção anterior do 

intestino dos JIs (BOEMARE; AKHURST; MOURANT, 1993). Essa especificidade 

estabelecida entre as espécies durante simbiose se mantém através da Endotoquia 

Matricida, a qual consiste na eclosão de estádios larvais do nematoide a partir de ovos 

postos por fêmeas ainda dentro do seu corpo, contribuindo para a sua morte. Este 

processo garante que a simbiose seja espécie específica, uma vez que só é passada 

de uma geração a outra do NEP (LORDELLO, 1951).  
 

Figura 6 - Fotomicrografia de contraste de interferência de Juvenis Infectantes de 
Heterorhabditis. 

 
Fonte: Adaptado de Almenara et al., 2010. (A) Região anterior com destaque para o dente córneo. (B) 

Photorhabdus sp. retida no interior do intestino. 
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O gênero Photorhabdus compreende em bactérias gram-negativas. Um estudo 

filogenético recente baseado em genomas sequenciados identificou pelo menos 19 

espécies diferentes no gênero, sendo Photorhabdus laumondii subsp. laumondii TT01 

a melhor cepa caracterizada no nível molecular (ADEOLU et al., 2016). Photorhabdus 

antes considerada como parte da família Enterobacteriaceae, recentemente foi 

modificada e faz parte da família Morganellaceae (MACHADO et al., 2018). 

 

 

2.3.2 Controle com nematoides  
 

O controle biológico é definido como a ação natural entre “agentes 

controladores” (parasitoides e patógenos microbianos) que mantém uma população 

hospedeira em níveis mais baixos do que ocorreriam em suas ausências. São 

parasitos obrigatórios e possuem relação simbionte com bactérias 

entomopatogênicas (MONTEIRO et al., 2012). 

Monteiro et al. (2010) e Monteiro (2014) publicaram alguns estudos que 

validaram, em condições experimentais e de semicampo, o uso de Heterorhabditis 

spp. para o controle de carrapatos ixodídeos, que foi confirmado pela alta taxa de 

mortalidade da população-alvo, bem como pela redução da porcentagem de postura 

das fêmeas e da taxa de eclosão das larvas. Paralelamente, tem sido observado nos 

últimos anos um aumento no número de publicações que confirmam a suscetibilidade 

de gastrópodes a NEPs (TUNHOLI et al., 2014, 2017; AMARAL et al., 2021; VIDAL et 

al., 2021). 

Sobrinho et al. (2021) avaliaram a virulência de H. bacteriophora HP88 sobre 

larvas de Stomoxys calcitrans (Linnaeus, 1758) e constataram eficiência no método 

alternativo empregado para controle do muscídeo em questão. Os autores ainda 

ressaltaram que houve uma relação diretamente proporcional entre concentração 

NEPs/mortalidade em larvas de S. calcitrans. 

A mesma espécie de nematoide aqui proposta foi testada por Monteiro et al. 

(2010) em Rhipicephalus microplus (Cnestrini, 1888), na concentração de 300 

JIs/teleógena. Segundo tais autores, a exposição por 24h resultou na eficácia de 

82,54% de mortalidade do carrapato, valor que chegou a 100% após exposição a 48h 

e 72h.  
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Leite et al. (2003) testaram cinco linhagens nativas de NEPs visando o controle 

de ninfas da cigarrinha das pastagens Mahanarva fimbriolata (Stal, 1854), e relataram 

que Heterorhabditis sp. e Steinernema glaseri (Steiner, 1929) foram as espécies mais 

virulentas causando mortalidade de 84% após cinco dias de infecção. A espécie H. 

baujardi também foi efetiva sobre larvas do gorgulho da goiaba, Conotrachelus psidii 

(Marshall, 1922), segundo relato de Del Valle et al. (2008). 

Os NEPs do gênero Heterorhabditis também apresentaram melhor 

desempenho no estudo realizado por Monteiro (2014), pois causaram uma redução 

superior a 99% na quantidade de ovos postos e de larvas eclodidas de R. microplus, 

quando comparado ao grupo exposto aos nematoides do gênero Steinernema. O 

autor ainda sugere que as bactérias do gênero Photorhabdus associadas a esses 

nematoides sejam mais letais para esses artrópodes. 

Wilson, Glen e George (1993) e Wilson et al. (1995) verificaram em condições 

experimentais e de campo, a capacidade do nematoide malacopatogênico 

Phasmarhabditis hermaphrodita (Schneider, 1859) infectar e matar diferentes 

espécies de lesmas, sendo Deroceras reticulatum (Müller, 1774) um exemplo. Embora 

não seja classificado como NEP, seu mecanismo de ação demostra alta similaridade, 

uma vez que atua como veiculador mecânico do endosimbionte Moraxella osloensis. 

Tais nematoides já estão disponíveis comercialmente na Europa, como agente 

moluscicida (Kaya, 2000).  

Nas regiões em que o P. hermaphrodita não é comercializado, por não ser uma 

espécie presente na região, como nos Estados Unidos, seguem os bioensaios para a 

busca por outros agentes, como descreve Kaya (2000), que enfatiza que Steinernema 

longicaudum e Heterorhabditis marelatus são agentes potenciais para o controle da 

lesma do jardim, D. reticulatum, nesta região. 

São poucos os estudos que remetem a utilização de NEPs como agentes 

controladores de populações de moluscos gastrópodes. Dentre estes estudos, Tunholi 

et al. (2014) verificaram que espécimes de H. indica LPP1 apresentaram elevada 

patogenicidade em B. similaris, culminando com uma taxa de mortalidade de 55%, 

além de favorecer relevantes desordens fisiológicas no molusco hospedeiro. 

Amaral et al. (2021) demonstraram que B. glabrata foi susceptível a infecção 

por H. bacteriophora e apesar da ausência de letalidade dos grupos expostos, a 

infecção gerou comprometimento no metabolismo glicídico, principalmente nas 

reservas de galactogênio. 
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O molusco P. columella mostrou-se susceptível a JIs de H. baujardi LPP7, 

segundo Tunholi et al. (2017). Para tais autores, a exposição dos limineídeos ao NEPs 

resultou em uma taxa de mortalidade de 66,66%. Em adição, todos os parâmetros 

reprodutivos foram alterados em decorrência da infecção, com decréscimo no número 

total de ovos, massas ovígeras e taxa de eclodibilidade embrionária, demonstrando a 

ocorrência do fenômeno de castração parasitária na população exposta.  

Vidal et al. (2021) testaram o nematoide H. baujardi LPP7 em P. columella, em 

uma concentração de 75 JIs/molusco, por 24h. Segundo tais pesquisadores, 

interferências ligadas a biologia reprodutiva e alterações fisiológicas nos moluscos 

expostos foram demonstradas, tais como: o balanço energético negativo, aumento da 

atividade das enzimas relacionadas aos danos teciduais e acúmulo de compostos 

nitrogenados no molusco hospedeiro. Em adição, o fenômeno da redução de 

fecundidade precoce foi também estabelecido.  

 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1 Obtenção e manutenção de Pseudosuccinea columella. 
 

Os espécimes de P. columella foram obtidos a partir de uma colônia mantida 

no laboratório de Parasitologia do Hospital Veterinário do Centro de Ciências Agrárias 

e Engenharias da Universidade Federal do Espírito Santo (CCAE-UFES). A 

confirmação dos exemplares foi a partir de dissecação e identificação morfológica 

realizada pela FIOCRUZ, baseado na metodologia de Paraense (1982). 

Os moluscos foram acondicionados em aquários de vidro (12x24x14 cm) 

contendo água declorada, argila esterilizada e suplementação à base de cálcio, 

aeração artificial contínua e placas de poliestireno (± 5 cm), as quais atuaram como 

substratos para a oviposição. A temperatura ambiente foi estabilizada a 24°C, sendo 

os moluscos alimentados com folhas de alface (Lactuca sativa) ad libitum, renovadas 

em dias alternados, evitando com isso a sua fermentação. A limpeza dos aquários foi 

realizada conforme a necessidade.  
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3.2 Obtenção do nematoide Heterorhabditis bacteriophora HP88. 
 

Os nematoides da espécie H. bacteriophora, linhagem HP88, foram cedidos 

pelo Laboratório de Controle Microbiano de Artrópodes da Universidade Federal Rural 

do Rio de Janeiro (UFRRJ), Rio de Janeiro, Brasil.  

Para multiplicação dos NEPs, foram utilizadas lagartas de último instar de 

Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758), cedido pelo Núcleo de Desenvolvimento Científico 

e Tecnológico em Manejo Fitossanitário de Pragas e Doenças – NUDEMAFI UFES, 

seguindo a metodologia proposta por Lindegren, Valero e Mackeye (1993) e Kaya e 

Stock (1997). Os nematoides foram coletados logo após a saída da armadilha de 

White e foram acondicionados em garrafas de cultivo celular de 40 mL, acrescido de 

água destilada e rapidamente destinados ao uso.  

 

 

3.3 Exposição experimental aos nematoides, formação dos grupos 
experimentais e manutenção dos moluscos. 

 

Os grupos, controle e exposto, foram arranjados em dois fatores: tempo de 

exposição ao nematoide: 24 e 48 horas; e dias: sete, 14 e 21 dias, conforme mostra a 

figura 7. 
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Figura 7 - Representação dos processos envolvidos, durante os 21 dias de 
experimentação. Seleção dos materiais biológicos (moluscos e nematoides 

entomopatogênicos). Exposição experimental de Pseudosuccinea columella ao 
Heterorhabditis bacteriophora HP88. 

 
Fonte: O autor  

 

Moluscos jovens (0,8-1,5 cm de concha), maduros sexualmente, foram 

separados por grupos em aquários de vidro. A infecção dos moluscos foi realizada 

conforme metodologia descrita por Tunholi et al. (2017). Para a infecção foi realizada 

tratamentos com nematoides, sendo quantificado o número de nematoides/mL, além 

da formação do grupo controle, exposto somente em água declorada, a 23°C durante 

21 dias. Para obtenção das suspensões com nematoides, foi realizada contagem de 

10 alíquotas de 15 μL (ZIMMERMANN; LUTH; ESCH, 2013) obtidas a partir de 40 mL, 

na sequência foi ajustada para a concentração desejada de 150 JIs/molusco. 

A exposição experimental ao nematoide se fez de forma individual utilizando 

placas de Elisa com 24 poços (modelo: K12-024/KASVI), fabricado em poliestireno, 

com volume máximo de 3,5 mL (16,25 mm x 17,3 mm). Para tanto, cada poço da placa 

foi previamente preenchido por água destilada acrescida com 150 JIs do nematoide, 

totalizando dois mL em cada poço. Feito isso, foi inserido um molusco por poço e as 
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placas foram identificadas e vedadas por Parafilm®, com orifícios para favorecer a 

manutenção da oxigenação e umidade relativa ideal. As placas foram então incubadas 

em uma estufa tipo B.O.D com controle de temperatura e umidade mantidas a 25-

27ºC e umidade de 85% por 24 ou 48h, conforme indicação de cada grupo. 

Após exposição, os moluscos foram condicionados em aquários de vidro, 

conforme descrito no item 3.1, bem como os procedimentos padrão para a 

manutenção dos mesmos. Cada aquário albergou 15 moluscos. Todo experimento foi 

conduzido em duplicata, compreendendo quinze réplicas para cada repetição, feitas 

ao acaso, utilizando um N total de 360 moluscos.  

As análises quanto a mortalidade e postura foram realizadas a cada 48h, até o 

fim da terceira semana de acompanhamento. Já para as análises bioquímicas e 

histológicas, as coletas de material foram realizadas ao final de cada semana, ou seja, 

com sete, 14 e 21 dias, pós-exposição. O delineamento temporal, de três semanas de 

avaliação, se deu a partir de trabalhos prévios realizados por Tunholi et al. (2017) e 

Vidal et al. (2021). E para garantir a permanência de 15 moluscos por grupo, foi 

conduzido em concomitante, para cada grupo experimental, um aquário com 

moluscos, nas mesmas condições, para reposição, após contabilizada a mortalidade. 

Essa metodologia se faz necessária, para garantir o volume necessário de tecido e 

hemolinfa para as análises bioquímicas e histológica, assim se evita a retirada de 

moluscos do grupo controle, ao passo que haja mortalidade no grupo exposto, a fim 

de manter a densidade populacional, fato necessário quando se avalia os aspectos 

reprodutivos, como foi adotado por Tunholi et al. (2017). 

 

 

3.4 Dissecação e coleta da hemolinfa e tecidos. 
 

A dissecação e coleta da hemolinfa (He) e tecidos de moluscos aconteceu 

conforme a metodologia de Tunholi et al. (2014, 2016) e Vidal et al. (2019). Ao fim de 

cada semana de avaliação: sete, 14 e 21 dias, 13 moluscos de cada grupo 

experimental (controle e exposto; 24 e 48h) foram dissecados para a coleta da 

hemolinfa (os outros 2 moluscos foram reservados para análise histológica), através 

da punção cardíaca, e coleta de tecidos: glândula digestiva (GD), glândula de albúmen 

(GA) e massa cefalopediosa (MC), sendo os materiais biológicos mantidos a -80°C 
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até a utilização para análises bioquímicas. Todas as amostras foram mantidas em 

banho de gelo durante as dissecações.  

As análises bioquímicas dos tecidos mencionados foram realizadas em 

parceria com o laboratório de Biologia Celular e Molecular, do Departamento de 

Ciências Farmacêuticas, da Faculdade Multivix. Dentre as análises, foram realizadas 

a quantificação espectrofotométrica de substratos energéticos (glicogênio, glicose, 

proteínas totais), atividades enzimáticas (lactato desidrogenase (LDH), aspartato 

aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), além de produtos 

nitrogenados de degradação (ureia e ácido úrico) e cálcio. 

 

 

3.5 Análises das alterações bioquímicas em Pseudosuccinea columella 
exposta ao nematoide Heterorhabditis bacteriophora HP88 
 

3.5.1 Metabolismo dos carboidratos. 
 

A concentração hemolinfática de glicose livre foi realizada pelo método da 

glicose oxidase, utilizando kits para diagnóstico (Doles®). Para isto, uma alíquota de 

10 µL de hemolinfa, relativo a cada grupo experimental foi requerida. Adicionou-se ao 

volume inicial, 1 mL do reagente de cor, composto por: solução tampão de fosfato 

0,05 M, pH 7,45±0,1; aminoantipirina (0,03 mM) e 15 mM de p-hidroxibenzoato de 

sódio; um mínimo de 12 kU de glicose oxidase e 0,8 kU de peroxidase por litro foi 

estabelecido; sequencialmente, a determinação sérica de glicose foi medida por meio 

da leitura em espectrofotômetro, com absorbância máxima em 510 nm, utilizando uma 

solução aquosa de 100 mg/dL (PINHEIRO; GOMES, 1994). A determinação do 

conteúdo de glicogênio estocados nos tecidos da MC e GD, foi feito de acordo com 

Pinheiro e Amato (1994), através do método 3,5 dinitro salicilato (DNS) adaptado, 

tendo seus  resultados expressos em mg de glicose/g de tecido, peso fresco (VIDAL, 

et al., 2019). 
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3.5.2 Determinação de proteínas totais (PTT) 
 

Este ensaio foi realizado de acordo com a técnica do Biureto, descrita por 

Weichselbaum (1946). Uma mistura de 50mL de hemolinfa e 2,5 mL do reagente de 

Biureto (citrato trisódico 0,114M, carbonato de sódio 0,21M, e sulfato de cobre 0,01M) 

foi homogeneizado, e deixado sob temperatura ambiente e após cinco minutos as 

leituras foram realizadas em espectrofotômetro 550 nm (TUNHOLI-ALVES et al., 

2011) e os resultados expressos como g/dL. 

 

 

3.5.3 Determinação de ácido úrico e ureia. 
 

A determinação hemolinfáticas dos conteúdos dos produtos nitrogenados de 

degradação (ácido úrico e ureia) foi realizada através de Kits comerciais, conforme 

descrito por Tunholi-Alves et al. (2011).  

O procedimento consistiu em 50 µL de hemolinfa adicionada à 2 mL da solução 

reagente de cor, composta por tampão fosfato de sódio 100 mmol/l (pH 7,8), 4 mmol/l 

diclorofenol-sulfonato, 4- aminoantipirina 0,5 mmol/l, 120 U ≤ uricase, 4,980 U ≤ 

ascorbato oxidase, 1.080 U ≤ peroxidade. Em seguida, homogeneizou e incubou a 

solução resultante a 37ºC durante 5 minutos. Por sua vez, a concentração 

hemolinfática de ureia foi estabelecida pela adição de 2 mL de solução composta por 

60 mmol de salicilato de sódio, nitroprussiato de sódio, 34 mmol, mais EDTA dissódico 

1,35 mmol, em 2 µL de urease e 20 µL de hemolinfa. As leituras foram feitas a partir 

de espectrofotômetro a 520 nm e 600 nm de absorbância, respectivamente, tendo os 

resultados expressos em mg/dL (BISHOP; ELLIS; BURCHAM, 1983; CONNERTY; 

BRIGGS; EATON, 1955). 

 
 
3.5.4 Determinação das atividades da aspartato aminotransferase (AST) e da 
alanina aminotransferases (ALT) 
 

As determinações das atividades das AST e ALT foram realizadas conforme 

Tunholi et al. (2011) e Tunholi-Alves et al. (2011). Obtidas por meio de hemolinfa, 

incubada em solução prévia de reagentes composta por L-alanina a 0,2 M ou L-
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aspartato a 0,2 M, mais α-cetoglutarato e tampão fosfato de sódio a 0,1 M pH 7,4 a 

37ºC durante 5 minutos. Em seguida, 100 µL (para ALT) e 200 µL (para AST) de 

hemolinfa foram homogeneizados e novamente incubados a 37ºC, por 30 minutos. 

Posteriormente, 50 µL de 2,4 dinitrofenilhidrazina 0,001 M foram adicionados e 

mantidos a 25ºC por 20 minutos, finalizando com a adição de 5 mL de NaOH 0,4 M. 

A leitura foi realizada em espectrofotômetro a 505 nm, tendo os resultados expressos 

em URF/mL (KAPLAN; PESCE, 1996). 

 

 

3.6 Histologia de Pseudosuccinea columella expostas ao nematoide 
Heterorhabditis bacteriophora HP88. 
 

Ao fim de cada semana de análise, sete, 14, 21 dias, dois moluscos de cada 

grupo (controle e exposto) foram dissecados com o auxílio de uma pinça e as partes 

moles colocadas em eppendorf contendo formalina 10%, por 24h, e transferidas para 

álcool 70%, onde se manteve até ser processada, baseadas segundo as técnicas de 

fixação e processamento descritas por Vidal et al. (2019). Foi aplicado o 

processamento histológico de Humason (1979) com coloração de hematoxilina-eosina 

(HE), Tricrômico Masson e Periodic acid-reactive Schiff (PAS). As imagens foram 

capturadas através do microscópico Opticam Microscopy Technology 055R 

LOP14003. 
 

 

3.7 Análise da mortalidade e taxa ovipositória de Pseudosuccinea columella 
exposta ao nematoide Heterorhabditis bacteriophora HP88. 
 

Os grupos experimentais foram divididos em 12 subgrupos constituídos de 15 

moluscos cada, acondicionados em aquários respectivos, sendo seis 

correspondentes ao grupo exposto por 24h (exposto e controle) e seis ao grupo 

exposto por 48h (exposto e controle). Em dias alternados, até o fim de cada semana 

de avaliação, a mortalidade e os números de ovos postos foram contabilizados através 

da observação direta conforme descrito por Tunholi et al. (2014, 2017). E a cada 

molusco retirado do grupo experimental que veio a óbito, este foi substituído por outro 

molusco do seu respectivo aquário de reposição, que fora mantido nas mesmas 
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condições. Após a contagem dos números de ovos, as placas foram alocadas em 

novos aquários para acompanhamento do desenvolvimento do embrião até a eclosão. 

3.8 Análise dos dados 
 

Para comparação dos parâmetros bioquímicos e reprodutivos, os dados foram 

primeiro submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, seguido da análise de 

variância ANOVA e comparação das médias pelo teste t. Todos cálculos estatísticos 

foram realizados com o programa GraphPad Prism 9 (P<0,001) e apresentados 

quanto a média ± desvio padrão, os dados bioquímicos; e quanto a média ± erro 

padrão, os reprodutivos. O resultado da mortalidade foi obtido a partir somatorio dos 

moluscos que vieram a óbto, somado aos que foram substituidos, que estavam sob 

as mesmas condições, no grupo de reposição, até o final da terceira semana, assim 

como a média das duas repetições, e apresentados em porcentagem, por meio da 

taxa de mortalidade acumulada. A avaliação histopatológica foi realizada a partir das 

análises descritivas dos dados. 

 

 
4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
Nematoides entomopatogênicos têm sido amplamente utilizados como agentes 

biológicos para o controle de uma variedade de organismos de interesse médico e 

veterinário. Recentemente, estudos demonstraram a patogenicidade de NEPs para 

espécies de caramujos, demonstrando alterações biológicas, histológicas e 

fisiológicas nas interfaces molusco/nematóide (BONFIM et al., 2014; LIMA et al., 2017; 

TUNHOLI et al., 2017; VIDAL et al., 2021; AMARAL et al., 2022). 

 
 
4.1 Alterações bioquímicas em Pseudosuccinea columella expostas a 
Heterorhabditis bacteriophora HP88 
 

Em condições normais, o metabolismo oxidativo de moluscos/gastrópodes é 

dependente de vias aeróbias baseado principalmente no consumo de glicose. No 

entanto, quando submetidos a condições adversas, observa-se o acionamento de 
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outros substratos (proteínas e lipídios), resultando em profundas alterações na 

composição hemolinfática. 

Os resultados do presente estudo revelaram alterações neste metabolismo 

oxidativo de P. columella durante exposição por H. bacteriophora. Essas alterações 

foram observadas ao longo das três semanas de análise, afetando tanto os conteúdos 

de glicose na hemolinfa quanto as reservas polissacarídicas (glicogênio) estocadas 

na glândula digestiva e massa cefalopediosa. A concentração de glicose na hemolinfa 

de moluscos expostos por 24h, foi inferior ao seu respectivo grupo controle, na 

primeira (20,74±0,26 mg/dl) e segunda semana (22,09±3,08 mg/dl), se 

restabelecendo na terceira semana, em níveis semelhantes ao controle. Essa mesma 

tendência, de queda das reservas energéticas nos moluscos expostos, foi mantida 

para o grupo 48h, destacando a segunda semana que registrou menor valor 

(12,95±1,20 mg/dl); contudo, este grupamento exposto por 48h, não foi capaz de 

restabelecer em nenhum momento avaliado, a glicemia em relação ao controle, como 

foi observado com 24h (Figura 10A). 

Quanto as reservas de glicogênio encontradas na glândula digestiva de P. 

columella a exposição aos NEPs induziu decréscimo significativo em ambos os grupos 

estudados (Figura 10B). No entanto, ao analisar o impacto da exposição nas 

concentrações dessa reserva na massa cefalopediosa, apenas o grupo de 48h 

apresentou diferença significativa com o grupo controle (Figura 10C).  
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Figura 8 - Relação estabelecida entre as concentrações de glicose na hemolinfa (A) 
glicogênio na glândula digestiva (B) e massa cefalopediosa (C) de Pseudosuccinea 
columella exposto experimentalmente por Heterorhabditis bacteriophora HP88 ao 

longo de 3 semanas. (a, b) indica que as médias diferem significativamente entre si. 
p<0,0001. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Esses resultados mostram que houve intensa demanda energética, sugerindo 

ser resultante da presença dos nematoides e fez com que os moluscos ativassem a 

via de degradação aeróbica dos carboidratos para obter energia, na tentativa de 

manter a homeostase. Resultados similares foram verificados por Lima et al. (2017) 

ao analisarem a influência da exposição de A. cantonensis em B. straminea e B. 

tenagophila, um molusco também dulcícola. Segundo tais autores, o esgotamento das 

reservas de polissacarídeo verificado nos moluscos expostos ocorrera em resposta 

ao aumento da retirada de nutrientes da hemolinfa, principalmente de glicose livre 

pelos estádios larvais do metastronsgilídeo em questão. Bonfim et al. (2020) também 
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relataram as mesmas alterações fisiológicas em B. glabrata coinfectada 

experimentalmente por A. cantonensis e E. paraensei.  

Contudo, o grupamento exposto por 24h foi capaz de restabelecer suas 

concentrações de glicose, semelhante ao controle, na terceira semana de análise, 

sugerindo assim a existência de mecanismos homeostáticos envolvidos no controle 

da glicemia, por parte dos moluscos, que foram capazes de se adaptar a exposição, 

dado como uma plasticidade metabólica dos mesmos, já descrita por Thompson e Lee 

(1986), mesmo quando parasitados. Tunholi-Alves et al. (2013) trazem que os 

moluscos direcionam a glicose, quando em excesso na hemolinfa, para a síntese de 

reservas polissacarídicas, denominadas de glicogênio e galactogênio, que passam a 

ser estocadas em tecidos especializados, como a glândula digestiva, a massa 

cefalopediosa (glicogênio) e a glândula albuminosa (galactogênio). E quando o 

molusco é submetido a condições fisiológicas estressantes, como o parasitismo, a 

glicose circulante diminui, as reservas de glicogênio são mobilizadas, e quando não 

suficiente, os padrões oxidativos mudam, resultando na gliconeogênese e ativação de 

vias anaeróbias (TUNHOLI et al., 2013; TUNHOLI-ALVES et al., 2014) 

Tal fato ocorreu no presente trabalho, onde ao se observar a baixa concentração 

glicêmica na hemolinfa dos moluscos expostos, nas duas primeiras semanas de 

análise, aconteceu concomitante a mobilização da reserva de polissacarídeo do 

tecido, a glândula digestiva, contribuindo para que a glicemia voltasse a oscilar 

próximo ao controle na terceira semana, ou seja, a medida que reduziu glicose na 

hemolinfa, o mecanismo homeostáticos evoluiu para a normalização, ativando a 

glicogenólise, principalmente na glândula digestiva; e sendo esta suficiente, não se 

fez necessário a mobilização de carboidratos da massa cefalopediosa, outro sítio de 

estoque de glicogênio. 

Já quando se analisa o grupo exposto por 48h, observa-se que houve 

mobilização de glicogênio, tanto de glândula digestiva, quanto de massa 

cefalopediosa, mas não foi suficiente. Assim, sugere-se que a quebra da homeostase 

glicêmica no grupo de 48h, pode ter sido decorrente de uma maior competição por 

nutrientes, visto que o hospedeiro ficou em contato por mais tempo com os 

nematoides, isto pode ter possibilitado que mais nematoide penetrasse em relação ao 

grupo de 24h, apesar da concentração de nematoides desafiada ter sido a mesma, 

sugerindo que o padrão de resposta pode ser dependente do tempo de exposição ao 

nematoide e categorizando que o complexo bactéria/nematoide, podem ter se 
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beneficiado dos monômeros de açúcar do molusco hospedeiro. Fato este também 

elucidado nas análises histopatológicas, a serem apresentadas adiante, 

principalmente na glândula digestiva, denotando o comprometimento funcional do 

tecido, de sintetizar e estocar polissacarídeos. 

Condição similar foi verificado Amaral et al. (2021, 2022) ao observarem redução 

significativa nos conteúdos de glicose após infecção por H. bacteriophora em B. 

glabrata. Estes autores reforçam que tais achados resultam da competição direta por 

nutrientes entre o molusco hospedeiro e o complexo nematoide/bactéria, uma vez que 

estudos in vitro têm confirmado a habilidade da bactéria endossimbiótica, P. 

luminescens, em usar glicose como substrato energético, favorecendo o estado de 

hipoglicemia (JEFFKE et al., 2000). Também descrito por Gil, Choo e Gaugler (2002), 

no qual a taxa de crescimento de H. bacteriophora aumentou significativamente 

quando os meios de cultura foram suplementados com glicose em comparação com 

os meios não suplementados.   

Instaurado o balanço energético negativo, além da gliconeogênese, os moluscos 

recorrem ao catabolismo proteico, considerada uma fonte secundária de energia. 

Sabendo disso, foi feito a dosagem de proteína total (PTT), assim como os produtos 

nitrogenados gerados do processo de transaminação: ácido úrico e ureia, da 

hemolinfa dos moluscos. A exposição aos NEPs, por 24h, induziu redução de 54,26% 

da PTT, ao final da primeira semana (2,95±0,15 g/dL), diferindo significativamente do 

grupo controle (6,45±0,18 g/dL). Essa tendência foi mantida na segunda semana de 

exposição, com decréscimo de 43,2% (3,55±0,18 g/dL) em relação ao grupo não 

exposto (6,25±0,20 g/dL). No entanto, a partir da terceira, houve uma normalização 

nos conteúdos do substrato, com o grupo exposto (7,10±0,55 g/dL) oscilando próximo 

ao grupo controle (7,02±0,22 g/dL) (Figura 8A).  

Para os grupos expostos por 48h, a exposição também resultou em decréscimo 

de 64,24% nas concentrações de PTT, tanto na primeira (3,05±0,25 g/dL) quanto na 

segunda semana, com 63,21% (2,95±0,20 g/dL) diferindo de forma significativa do 

grupo não exposto (8,45±0,43 g/dl e 8,25±0,27 g/dl), respectivamente. Na terceira 

semana de estudo, similarmente ao reportado para o grupo 24h, não houve diferença 

significativa entre exposto (7,95±0,53 g/dl) e controle (8,02±0,32 g/dl), sugerindo a 

existência de mecanismos homeostáticos envolvidos no controle dessa molécula 

(Figura 8A). 
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As alterações observadas no metabolismo de produtos nitrogenados, quanto a 

ureia, acompanha o que foi descrito para as proteinas, em relação ao tempo, onde se 

obteve o aumento durante as duas primeiras semanas,  ambos os grupos:  24 e 48h.  

Os valores registrados na primeira semana foram de 3,55±0,21 mg/dL (24h) e 

5,05±0,65 mg/dL (48h) grupo exposto e 1,42±0,15 mg/dL (24h) e 2,95±0,33 mg/dL 

(48h) do grupo controle. Na segunda semana (3,29±0,13 mg/dL e 6,10±0,21 mg/dL), 

indicando aumento de 143% e 100%, em relação ao grupo controle (1,35±0,10 mg/dL 

e 3,05±0,37 mg/dL), não havendo significância estastística na terceira semana de 

ambas exposições (Figura 8B).   

Para os conteúdos de ácido úrico, não houve diferença significativa no grupo 

24h. No grupo 48h, alterações na concentração deste substrato foram verificadas 

apenas no início da exposição sendo normalizada na terceira semana do estudo. 

Como principais resultados, a exposição por H. bacteriophora resultou em acréscimo 

de 40% na primeira semana (17,02±0,27 mg/dL), e 23,35% (16,49±0,31 mg/dL) na 

segundo semana, diferindo significativamente do grupo controle (12,15±0,33 mg/dL e 

13,05±0,37 mg/dL) (Figura 8C). 
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Figura 9 - Relação estabelecida entre as concentrações de proteínas totais (A) ureia 
(B) e ácido úrico (C) na hemolinfa de Pseudosuccinea columella exposto 

experimentalmente por Heterorhabditis bacteriophora HP88 ao longo de 3 semanas. 
(a, b) indica que as médias diferem significativamente entre si. p<0,0001. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O balanço energético negativo, implica em ativação de mecanismos 

compensatórios que resultam, além da fonte energética, a produção de produtos 

nitrogenados, que devem ser excretados pelo molusco. Este processo foi observado 

por Tunholi et al. (2011) e Tunholi-Alves et al. (2015), os quais relataram que após 

condição fisiológica adversa, como parasitismo, os moluscos passam a utilizar fontes 

carbonadas não glicídicas como substratos energéticos, ativando vias bioquímicas 

alternativas, como a proteólise, contribuindo para o aumento das concentrações 

hemolinfáticas de ureia e ácido úrico.  

A baixa concentração de proteínas na hemolinfa, além do catabolismo proteico 

como tentativa do molusco em restabelecer a normoglicemia, pode ser decorrente de 
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uma competição direta, pelos nematoides, onde estes estariam absorvendo 

aminoácidos como fonte energética, além dos monômeros de açúcar, como já foi 

observado por  Gress e Cheng (1973) em B. glabrata infectadas por S. mansoni. Além 

disso, o significativo declínio nos níveis hemolinfáticos de proteína podem estar 

fortemente relacionados com o prejuízo histológico observado na glândula digestiva 

destes hospedeiros, uma vez que, representa o principal sítio de síntese deste 

substrato. Backry (2009) apresentou dados em sua pesquisa com B. alexandrina 

infectadas por S. mansoni que corroboram com os dados obtidos neste estudo.  
Quanto a produção, acúmulo e excreção dos compostos nitrogenados, 

resultantes dessa via proteolítica, sabe-se que os moluscos aquáticos apresentam um 

padrão uricotélico de excreção, pois o ácido úrico tem a vantagem de poder ser 

excretado com pequena perda de água, passam a adotar o padrão ureotélico, uma 

vez que a ureia é menos tóxica e demanda de menos ATP para a excreção, sendo 

esta característica fundamental neste cenário de balanço energético negativo. E tal 

condição foi observada na hemolinfa do grupo exposto por 24h, pois o aumento da 

ureia ocorreu em paralelo com a desaminação de aminoácidos, confirmada com a 

redução dos níveis de proteínas, ou seja, houve uma inversão do padrão excretor de 

uricotélico para ureotélico. Pinheiro, Maldonado e Lanfredi (2009) relataram que 

quando se verifica a inversão do padrão uricotélico para ureotélico em moluscos 

infectados sugere-se uma capacidade adaptativa do hospedeiro. O mesmo não 

acontece com o grupo exposto por 48h, ou seja, mesmo com a tentativa de inversão 

do padrão excretor, não tendeu a normalidade, uma vez que a demanda energética 

foi maior, gerando mais compostos nitrogenados, do que a capacidade do 

metabolismo do molusco em dar vazão aos mesmos.  

Paralelo a mensuração de PTT, foram quantificadas as aminotransferases: 

alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), pois são um grupo 

de enzimas que desempenham um papel no processo de transaminação dos 

aminoácidos, ressaltando a importância dessas enzimas na manutenção do status 

energético do gastrópode. No grupo 48h, a ALT aumentou significativamente até o final 

da segunda semana de exposição (92,86±2,13 URF/mL primeira semana; 90,09±2,03 

URF/mL segunda semana), diferindo do grupo controle (65,2±5,73 URF/mL; 

58,71±4,27 URF/mL, respectivamente), diferente do grupo de 24h, não houve diferença 

estatística em nenhuma semana de avaliação (Figura 9A). Quanto ao AST observou-

se diferença estatística nas três semanas de avaliação do grupo de 48h, porém quanto 
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ao grupo de 24h, houve diferença apenas nas duas primeiras semanas (74,76±2,26 

URF/mL; 82,67±5,94 URF/mL), tendo os valores de normalidade, recuperado na 

terceira semana pós-exposição, comparado ao controle (Figura 9A). 

Figura 10 - Relação estabelecida entre as atividades da alanina aminotransferase 
(ALT) (A), aspartato aminotransferase (AST) (B) na hemolinfa de Pseudosuccinea 
columella exposto experimentalmente por Heterorhabditis bacteriophora HP88 ao 

longo de 3 semanas. (a, b) indica que as médias diferem significativamente entre si. 
p<0,0001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O aumento da atividade dessas enzimas pode estar relacionado com o 

direcionamento dos esqueletos de carbono, obtidos mediante a desaminação de 

aminoácidos, para a síntese de uma nova glicose. Cenário fisiológico similar  foi 

descrito por Tunholi-Alves et al. (2015) ao estudarem a interface Achatina fulica/A. 

cantonensis. 

Pinheiro, Gomes e Chagas (2001), estudando o efeito da infecção por E. 

coelomaticum em B. similaris, também notaram elevação das atividades das 

aminotransferases no hospedeiro intermediário. Segundo estes autores, tais 

alterações provavelmente decorreram do aumento da taxa da gliconeogênese, 

contribuindo de certo modo para a redução das concentrações de proteínas totais e 

acúmulo de produtos nitrogenados de excreção em moluscos expostos. Sendo assim, 

pode-se afirmar que situação similar ocorreu neste estudo. 

Estas enzimas atuam também como biomarcadores de lesão celular em 

gastrópodes (TUNHOLI-ALVES et al., 2012). Assim, o aumento da atividade das 

transaminases pode ainda estar atrelada a injúrias teciduais causadas provavelmente 

pela migração dos estádios larvais dos nematoides no hospedeiro, condição está 

visualizada nos achados histológicos, através da desorganização tecidual. 
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4.2 Avaliação da mortalidade e da biologia reprodutiva de Pseudosuccinea 
columella expostos a Heterorhabditis bacteriophora HP88 
 

A exposição experimental aos 150 JIs de H. bacteriophora HP88 induziu 

mortalidade em P. columella, sendo esta observada nos diferentes tempos de 

exposição. Dentre os grupos experimentais, aquele constituído por moluscos expostos 

por 48h obteve maior taxa de mortalidade acumulada (65,52%) quando comparado o 

grupo controle (14,94%), conforme apresentado na tabela 1.  

TABELA 1 - Taxa da mortalidade acumulada de Pseudosuccinea columella exposto 
experimentalmente por Heterorhabditis bacteriophora HP88 ao longo de 3 
semanas. 

Parâmetros (%) Dias 
24 horas 48 horas 

Controle Exposto Controle Exposto 
Taxa de mortalidade 

acumulada 
7 4,55 6,06 14,52 51,61 

14 17,65 41,18 20,73 63,41 
21 18,97 48,28 14,94 65,52 

 

Tais achados  estão de acordo com aqueles referenciados por Tunholi et al. 

(2017), os quais observaram que a exposição de P. columella a JIs de H. baujardi 

LPP7 resultou em uma taxa de mortalidade de 66,66%, valor este bem próximo ao 

obtido no fim da terceira semana de análise, no grupo exposto por 48h (65,62%), 

assim como a alteração de todos os parâmetros reprodutivos em decorrência da 

exposição. Lima et al. (2017), observaram mortalidade de 10,7% de B. tenagophila 

após 21 dias de infecção por A. cantonensis e 18,14% em B. straminea; Tunholi et al. 

(2014) relataram 55% de mortalidade de B. similaris exposta ao H. indica LPP1. 

Segundo estes autores, após a penetração dos JIs no hospedeiro, o nematoide 

Heterorhabditis libera bactérias endossimbiontes pertencentes ao gênero 

Photorhabdus na hemocele do organismo hospedeiro, onde essas bactérias se 

replicam e liberam toxinas, causando septicemia. 

Quanto as alterações reprodutivas, a avaliação quantitativa das massas 

ovígeras, bem como de ovos postos por moluscos, além da taxa de eclodibilidade 

embrionária, tanto dos moluscos expostos quanto os não expostos aos NEPs foram 

avaliados durante os 21 dias, e os valores encontram-se representados na figura 11. 
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Quando se observam os valores relacionados ao quantitativo de massas 

ovígeras de ambos os grupos experimentais, percebe-se que houve diferença 

estatística apenas na terceira semana de exposição para o grupo exposto por 48h 

(4,28±0,36) em relação ao seu respectivo grupo controle (2,00±0,62), demonstrando 

aumento de 53,27% (Figura 11A). Mesma tendência de variação foi demonstrada para 

o número de ovos postos (59,71±7,39 no grupo exposto e 28,50±8,60 no grupo 

controle) (Figura 11B). Porém, quando avaliou a taxa de eclodibilidade embrionária, 

diferença estatística foi verificada tanto para o grupo exposto por 24 h (44,65±14,16) 

ao final da terceira semana de análises, comparado ao controle (77,30±13,48); quanto 

para o grupo 48 h na segunda (35,73±10,88) e terceira (42,48±5,50) semana de 

avaliação, comparado ao controle (65,60±10,20; 62,52±10,10 respectivamente) 

(Figura 11 C) sendo possível sugerir que o fator tempo de exposição influenciou em 

maiores prejuízos reprodutivos, quando exposto por 48h ao nematoide H. 

bacteriophora HP88. 
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Figura 11 - Relação estabelecida entre o número de massas ovígeras (A); Número 
de ovos (B) e Taxa de eclodibilidade (C) de Pseudosuccinea columella exposto 

experimentalmente por Heterorhabditis bacteriophora HP88 ao longo de 3 semanas. 
(a, b) indica que as médias diferem significativamente entre si. p<0,0001.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A análise do número de massas ovígeras revelou que não houve diferença 

estatística entre os grupos expostos (24 e 48 h) com seus respectivos grupos controle 

no decorrer de todo o estudo, exceto ao final da terceira semana para moluscos 

expostos por 48h,  onde se verificou aumento da taxa ovipositória. Este 

comportamento foi descrito por Minchela (1985), o qual denominou como fenômeno 

de compensação da fecundidade, condição na qual o animal parasitado eleva seus 

esforços reprodutivos a fim de compensar as perdas futuras que ocorrerão em 

decorrência do parasitismo, embora a autora tenha relatado tal acontecimento logo 

nas primeiras semanas pós-exposição, os dados obtidos por Brumpt (1941) 
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corroboram com o presente estudo, uma vez que as alterações reprodutivas se deram 

mais tardiamente em B. glabrata infectada por S. mansoni. Tais afirmativas vão de 

encontro ao que foi observado no presente estudo, os moluscos aumentaram a 

postura, como um mecanismo ecológico, na tentativa de compensar a redução da 

eficiência reprodutiva decorrente da exposição e do balanço energético negativo a se 

instaurar. O que difere do que foi observado por Amaral et al. (2022), ao submeter B. 

glabrata ao H. bacteriophora HP88, o mesmo nematoide aqui proposta, em outro 

molusco dulcícola, por 24h, onde descreveram uma redução significativa, em relação 

ao controle, do número de massas ovígeras e ovos. Assim também relataram Pinheiro 

e Amato (1995), uma redução de 96,32% do número total de ovos colocados por B. 

similaris infectados com E. coelomaticum. 

Contudo, quando se analisa a taxa de eclodibilidade é possível notar que as 

posturas dos moluscos expostos ao NEP não foram capazes de chegarem a termo, 

na terceira semana do grupo de 24h e nas duas últimas semanas do grupo de 48h, 

diferindo estatisticamente do seus respectivos grupo controle, revelando que as 

desordens bioquímicas, principalmente quanto ao mecanismo energético, uma vez 

que o fluido peri-vitelínico, responsável pela nutrição dos embriões, é constituído 

basicamente por proteínas e galactogênio, este sintetizado pela glândula albuminosa, 

que também foi afetada a nível de tecido, como mostra na histologia.  
Nesse sentido, Tunholi-Alves et al. (2012) caracterizou que a diminuição dos 

parâmetros reprodutivos de B. glabrata quando parasitadas por A. cantonensis, 

tratava-se de castração parasitária, indireta e parcial, pois houve redução em todos 

os parâmetros analisados (número total de ovos, número de massa ovígeras, número 

de ovos/massa ovígera, número de ovos/molusco, porcentagem de ovos viáveis e 

conteúdo de galactogênio na glândula albuminosa) e atribuiu esse comportamento 

uma consequência do esgotamento das reservas energéticas do molusco hospedeiro.  

Assim também descreve Tunholi et al. (2017) para P. columella infectados por H. 

baujardi LPP7 e Amaral et al. (2022) com B. glabrata/H. bacteriophora HP88, ambos 

corroborando com os resultados evidenciados nesta pesquisa. 

Esse processo de redução da fecundidade, foi observado, no presente estudo, 

após o esforço reprodutivo, da compensação parasitária,  com aumento na produção 

de massa ovígeras e ovos, porém com menor disponibilidade de substratos a serem 

usados por embriões. Assim, a medida que o período de exposição progredia, a taxa 

de eclodibilidade dos embriões diminuía. Portanto, o processo de redução de 
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fecundidade em P. columella foi devido ao esgotamento energético, evidenciada pelos 

parâmetros bioquímicos, somada as baixas reservas de glicogênio, marcado pela 

coloração de PAS na histologia, somado a atrofia do tecido da glândula de albúmen, 

assim como a observação da região do ovotestes, constatando um número menor de 

células reprodutivas femininas. 

A presença destes dois postulados: compensação parasitária e redução da 

fecundidade também foi descrito por Lima et al. (2017), ao estudarem a biologia 

reprodutiva de B. straminea e B. tenagophila exposto por A. cantonensis. 

 

 

4.3 Alterações histológicas de Pseudosuccinea columella expostos a 
Heterorhabditis bacteriophora HP88 
 

Na avaliação histopatológica dos moluscos do grupo controle foram 

observados: o manto, constituído por fibras de colágeno e tecido conjuntivo (Figura 

12 A); a glândula digestiva e seus ácinos organizados em lóbulos (Figura 12 D e E); 

no ovotestes foram observadas as células reprodutivas femininas (ovogônias) e 

masculinas (espermatogônias) em desenvolvimento e produção de embriões (Figura 

12 F); a glândula de albúmen (Figura 12 J e K). Em adição, a presença de glicogênio 

foi fortemente marcada, através da coloração de PAS (Periodic acid-reative Schiff) 

conforme demonstrado nas imagens A, D, F e K, da figura 12. 

Em contrapartida, nos moluscos expostos a H. bacteriophora HP88, alterações 

significativas durante as análises histopatológicas foram denotadas, sendo estas 

principalmente caracterizadas quanto a fraca presença de glicogênio na massa 

cefalopediosa (Figura 12 B) e glândula digestiva (Figura 12 H);  desorganização 

estrutural quanto a arquitetura do órgão (massa cefalopediosa – Figura 12 C) e 

acúmulo de material amorfo em ovotestes (Figura 12 I). Além disso, a massa 

cefalopediosa apresentou vacuolização multifocal e lise celular (Figura 12 B e C) 

assim como na glândula digestiva (Figura 12 G e H). Na glândula reprodutiva pode 

ser observado redução no número das células reprodutivas, principalmente de 

ovogônias (Figura 12 I) e atrofia do tecido glandular da glândula de albúmen (Figura 

12 L). Não foi observado infiltrado inflamatório hemocitário. 
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Figura 12 - Fotomicrografia da histopatologia de Pseudosuccinea columella em 
coloração HE (C, E, G, J e L) e PAS (A, B, D, F, H, I e K) evidenciando o Grupo 

Controle (A, D, E, F, J e K) e Grupo Exposto (B, C, G, H, I e L).  

   
Massa cefalopediosa com alta concentração de glicogênio (A), contrapondo a menor 

concentração de glicogênio (B), e desorganização das fibras musculares, vacuolização e lise 
celular (C); glândula digestiva demonstrando grande concentração de glicogênio (D) e correta 
organização celular (E), perda da organização acinar  deste tecido, acompanhada da menor 

concentração de glicogênio e formação de estruturas císticas no grupo exposto (G e H); 
ovotestes demonstrando diferença na quantidade de células femininas, além de ovócitos em 
apoptose, acúmulo de material amorfo intracelular (F e I); glândula de albúmen fortemente 
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corada para glicogênio (J e K), e com atrofia do tecido glandular (L). Evidencia-se presença de 
glicogênio (seta azul); espermatogônias (seta preta), cisto (seta vermelha) 

Fonte: O autor 
 

No entanto, neste estudo, não foi encontrado a presença de JIs do nematoide. 

As análises concentraram-se nas glândulas digestivas e albuminosa; ovotestes e 

massa cefalopediosa, as alterações foram indicadas comparando os moluscos 

expostos com os não expostos. Na glândula digestiva, dos moluscos expostos 

observou-se  vacuolização multifocal, denotando um processo degeneratico; lise 

celular e fraca presença de glicogênio. Tunholi-Alves et al. (2013) relataram que a 

exposição de A. cantonensis também induz alterações histológicas importantes na 

glândula digestiva de B. glabrata. Segundo os autores, tal fato se justifica por ser a 

glândula digestiva uma região rica em reservas energética, favorecendo o 

desenvolvimento do nematoide, e atribuiu ao fato das larvas em desenvolvimento 

buscarem uma região rica de nutrientes, como é o caso da glândula e questão, além 

da vasta vascularização que soma a oferta de oxigênio. Informações trazidas por Faro 

et al. (2013) corroboram com os dados, onde os autores relatam que o epitélio da 

glândula digestiva, dos animais expostos, foi mal preservado após exposição aos 

miracídios de S. mansoni, observando-se assim atrofia parcial do tecido original, 

progredindo para as células germinativas no ovotestes. 

Quanto a glândula albuminosa e ovotestes, observou-se redução no número das 

células reprodutivas, principalmente de ovogônias, além do acúmulo de material 

amorfo em ovotestes. Pan (1965) afirma que alterações histopatológicas no tecido 

gonadal do hospedeiro, afeta diretamente o sistema reprodutivo, levando a uma 

redução da capacidade reprodutiva. Os resultados reportados neste estudo 

corroboram com os achados descritos por Faro et al. (2013) e revelam o aparecimento 

de áreas claras devido à diminuição da densidade celular. Os autores reiteram que 

esses achados sugerem uma redução dos recursos envolvidos na reprodução, 

levando à interrupção da oviposição durante o período patente da exposição. Esse 

desfecho caracteriza o fenômeno biológico de redução da fecundidade. 

 Na massa cefalopediosa, observou-se fraca presença de glicogênio, 

vacuolização multifocal, lise celular e desorganização estrutural. Tunholi-Alves et al. 

(2013) descrevem que a redução do teor de galactogênio resulta em uma baixa taxa 

de eclosão, que caracteriza, também, o processo nutricional na castração parasitária 

ou redução da fecundidade, pois refletem na formação de ovos e na viabilidade dos 
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embriões, uma vez que esses polissacarídeos fazem parte do fluido peri-vitelino que 

é usado como fonte de nutrientes pelos embriões em desenvolvimento em seus ovos 

e após a eclosão.  

Há relatos na literatura de outras alterações que não foram observadas neste 

estudo. Lima et al. (2017) relataram a participação de células basofílicas 

hemolinfatícas que compõem o processo inflamatório, resultando posteriormente na 

formação de granuloma. Assim também descrevem Vidal et al. (2021) com a 

visualização de infiltrado hemocitário na glândula digestiva, em decorrência ao 

deflagramento de um processo inflamatório, contribuindo para a perda da função do 

órgão em questão.  

Tais estruturas inflamatórias não foram visualizadas no presente estudo, e esta 

ausência também foi descrita por Amaral et al. (2022), e algumas hipóteses podem 

estar relacionadas. De acordo com Ribeiro, Vignes e Breh´Elin (2003), a ausência 

desses hemócitos circulante e formação de granulomas em insetos é resultado da 

degradação dos granulócitos por citotoxinas produzidas pelo metabolismo da bactéria. 

Outra hipótese, seria o mecanismo de escape, como por exemplo acontece no 

parasitismo por Leishmania. A infecção por Leishmania é caracterizada pela 

habilidade do parasito em escapar da destruição extracelular e penetrar em células 

fagocíticas, macrófago, onde vão resistir ao seu poder antimicrobiano, persistindo 

mesmo na presença de resposta imune celular do hospedeiro (CUNNINGHAM, 2002). 

No entanto, os dados aqui obtidos não permitem elucidar qual mecanismo discorreu 

no complexo nematoide/bactéria, justificando a necessidade de mais pesquisas. 

 

 
5. CONCLUSÕES 

 
Este trabalho é o primeiro relato da suscetibilidade de Pseudosuccinea 

columella à infecção por Heterorhabditis bacteriophora HP88. A exposição provocou 

consideráveis distúrbios fisiológicos, comprometendo assim os parâmetros 

homeostáticos do molusco, os índices reprodutivos e teciduais, bem como mortalidade 

expressiva.  Assim, os dados histológicos, fisiológicos e reprodutivos, nos permite 

sugerir que a relação P. columella/H. bacteriophora HP88 demonstra-se 

experimentalmente funcional e potencial ferramenta alternativa no controle biológico 

deste molusco. Nessa perspectiva, o presente estudo reforça a patogenicidade de 
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NEPs para moluscos, proporcionando a descrição de mais uma espécie suscetível à 

infecção. 
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