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RESUMO

Achatina fulica Bowdich, 1822, molusco pulmonado terrestre, conhecido como
caramujo gigante africano, originario da Africa, que ao ser introduzido no Brasil
apresentou uma extraordinaria adaptacdo e dispersdo, principalmente devido ao seu
habito generalista, alta resisténcia as variaveis ambientais e ao elevado potencial
reprodutivo. As invasdes bioldgicas sdo consideradas a segunda causa de perda da
biodiversidade, pois podem alterar os ciclos ecolégicos. Neste sentido, A. fulica tem
sido considerada uma praga em potencial em agriculturas, jardins e matas nativas,
podendo atuar também como hospedeiro intermediario de Angiostrongylus cantonensis
Chen, 1935, nematdide causador de meningoencefalite em pessoas, e de
Angiostrongylus costaricensis Morera & Cespedes, 1971, que pode causar
angiostrongilose abdominal, ambos com registro no Brasil. De forma a possibilitar um
maior conhecimento sobre aspectos relacionados a resisténcia apresentada por este
molusco invasor e fornecer subsidios para estudos futuros de correlacdo entre o sistema
de defesa interno do molusco e sua comprovada capacidade adaptativa e como
hospedeiro de parasitos com grande relevancia para a saude publica, desta forma este
estudo teve por objetivo caracterizar e descrever os hemdcitos circulantes na hemolinfa
deste molusco, como também realizar a analise bioquimica de sua hemolinfa. Para o
estabelecimento da col6nia de moluscos no laboratorio, foram realizadas coletas em
areas residenciais de trés bairros da cidade do Rio de Janeiro, em diferentes periodos,
nos anos de 2016 e 2017. No laboratério, os caracois foram alocados em terrarios de
vidro e pléastico, forrados com uma camada de terra esterilizada em estufa e receberam
etiquetas contendo o local e data da coleta e niUmero de espécimes por terrario. No
laboratdrio, a manutencdo consistia em umedecer a terra em intervalos de trés dias,
quando os moluscos eram também supridos com alimentagdo-constituida de vegetais
como alface, pepino e cenoura. O processo para obtencdo da hemolinfa e posterior
analise das células foi dividido em cinco etapas, sendo estas: puncdo para extracao da
hemolinfa, cdmara Umida, fixacdo no Methanol, coloracdo com Giemsa e montagem de
laminas permanentes para observacdo ao microscopio Otico. Para a avaliacdo
bioquimica, a hemolinfa obtida foi transferida para microtibulos banhados no gelo e
posteriormente processada no Analisador Bioquimico Al15 da Biosystems. A anélise
morfoldgica preliminar, realizada ao microscopio 6tico, possibilitou a identificacdo de
um tipo celular mais numeroso, representado por células maiores, de aspecto estrelado,

devido a emissdo de numerosos prolongamentos citoplasmaticos, denominado
\



Granulocito e outro tipo celular, menor e menos frequente, de aspecto arredondado,
denominado de Hialindcito. Estes resultados representam o primeiro estudo sobre
hemdcitos circulantes da hemolinfa da Achatina fulica. A analise bioquimica sugeriu
que os caracois analisados no presente estudo estariam sob condicGes fisiologicas
normais, ao exibir valores médios de 4,6 mg/dL para glicose e de 20,4 g/L para
proteinas totais, contudo o elevado valor médio de 80,8 mg/dL verificado para ureia,
pode sugerir um possivel inicio do processo de estivagao.

Palavras-chave: Achatina fulica; hemolinfa; hemdcitos; analise bioquimica; glicose,

proteinas totais, ureia.
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ABSTRACT

Achatina fulica Bowdich, 1822, is a terrestrial pulmonate mollusc, known as
giant African snail, originated from Africa. When introduced in Brazil, it showed a great
adaptive behavior considering its general habit, resistance to environmental changes and
numerous reproductive strategies. The biological invasions are the second reason to
biodiversity lost once they can cause an ecological cycle disorder and because this fact,
Achatina fulica has been considered a potential pest in agriculture, domestic gardens
and native forests. Also, it can be an intermediate host of Angiostrongylus cantonensis
Chen, 1935, nematode causing meningoencephalitis in people, and of Angiostrongylus
costaricensis Morera & Cespedes, 1971, who could provocate abdominal
angiostrongyliasis. Both had been found in Brazil. In order, to provide a better
understanding about A. fulica’s resistance and contribute to forthcoming studies that
correlate the African snail’s internal defense system with its adaptive capacity and serve
as host of parasites that are significant to public health, this study aimed to describe and
characterize the hemocytes circulating in the snail’s hemolymph and to analyze the
biochemistry of hemolymph, as well. To establish a colony in the laboratory, snails
were collected in three residential area of Rio de Janeiro city during the years of 2016
and 2017. In the laboratory, the animals were placed inside of plastic and glass
terrariums filled with sterilized soil, which were labeled with location, data and number
of specimens. The animals were also fed with vegetables such as lettuce, cucumber and
carrot every three days when the soil was moistened as well. The process for obtaining
hemolymph and subsequent cells analysis was divided in five steps: puncture for
hemolymph extraction, wet chamber phase, fixation in Methanol phase, staining with
Giemsa phase, and permanent microscope slides producing. For the biochemical
analysis, the collected hemolymph was placed inside of microtubes and processed by
Biosystems biochemical analyzer. In the primary morphological analysis two hemocyte
types were identified: Granulocyte, large and abundant cells, showing a star shape as a
result of the numerous cytoplasmic prolongations and Hialinocyte, small, rare, and
poorly spreading cells, characterized, therefore, by its round shape. This results
represent the prisoner study about the circulating hemocytes in Achatina fulica
hemolinf. The biochemical analysis suggested that the snails analyzed in the present
study would be under normal physiological conditions, with a average value of 4.6
mg/dL for glucose, 20.4 g/L for total proteins. Yet, a high value of 80.8 mg/dL for urea,

could suggest a possible start of the aestivation process.
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1- INTRODUCAO

Os moluscos constituem, depois dos artrépodes, o grupo zooldgico de
invertebrados com maior nimero de espécies representadas no meio terrestre, contudo,
podem viver na agua doce e oceanos, sendo encontrados em quase todos os tipos de
habitats, de desertos a florestas tropicais, lagoas, riachos, pogas de maré, costdes
rochosos e grandes profundidades oceanicas (Thiengo et al., 2005).

Pertencente a classe Gastropoda e a familia Achatinidae, Achatina fulica
Bowdich, 1822, é um molusco pulmonado terrestre, conhecido como caramujo gigante
africano (Telles et al., 1997), todavia, trataremos a espécie como caracol gigante
africano, pois os moluscos terrestres sdo caracOis e o0s aquaticos denominados de
caramujos (Eduvirgem & Ferreira, 2017). Esta espécie de caracol apresenta concha
espiralada; cabeca com dois pares de tentaculos, um deles contendo os olhos; pé muito
desenvolvido e massa visceral com giro de cento e oitenta graus (Caetano, 2005)
(Figura 1). Os adultos podem atingir 20 cm de comprimento de concha e 500 gramas de
peso total (Thiengo et al., 2005).

Figura 1. Espécime adulto de Achatina fulica. Barra =10 cm

Fonte: autora.

A espécie € originaria da Africa, ocorrendo de Mogambique no sul do Quénia a
Somalia ao norte, A. fulica faz parte das espécies que se diferenciaram principalmente

nas margens das florestas (Raut & Barker 2002).



1.1 - Sistema Reprodutor de Achatina fulica

Entre as caracteristicas bioldgicas de A. fulica se destacam, o alto potencial
reprodutivo e habito alimentar generalista (Raut & Barker 2002). O processo
reprodutivo requer um alto investimento, uma vez que o molusco utiliza grande parte de
seu estoque energético para producdo e armazenamento de gametas, para exibir
comportamento de corte, para copula e desenvolvimento dos embrides (Chicarino,
2013).

Achatina fulica apresenta um interessante sistema reprodutor, pois € um molusco
hermafrodita protandrico, ou seja, apresenta ambos 0s sexos, sendo a maturacdo da
gbnada masculina anteriormente & da feminina, com copula reciproca, 0 que caracteriza
uma estratégica eficaz, uma vez que ambos os caracOis sdo fecundados (Fischer &
Costa, 2010). De acordo com Tomiyama (1992), carac6is jovens produzem apenas
espermatozdides, porém os adultos sdo capazes de produzir os dois tipos de gametas,
masculino e feminino. Assim, 0s animais séo agrupados em trés classes reprodutivas:
imaturos - sem go6nadas desenvolvidas; adultos jovens - s6 com a por¢cdo da gbnada
masculina desenvolvida; e adultos velhos - animais hermafroditas funcionais
(Tomiyama & Nakane, 1993). Ainda, de acordo com Fischer et al. (2005), a maturidade
é alcancada com cerca de 4 meses e o caracol africano apresenta uma longevidade de
trés a cinco anos. Tomiyama (2002), porém, ressalta que a espécie se torna sexualmente
ativa quando o peristoma mede 0,05 centimetros. O mesmo autor também evidencia que
a partir do desenvolvimento do aparelho feminino, a concha do caracol para de crescer.

A oviposicdo de A. fulica é influenciada por fatores bidticos e abidticos. Fischer
& Costa (2010) relataram que em alguns casos, os ovos fecundados podem permanecer
retidos no Utero até poucas horas antes da ecloséo, sendo esta estratégia importante em
condi¢cBes ambientais instaveis e locais com presenca de muitos predadores e parasitas.
A oviposicdo pode ocorrer do décimo ao trigésimo dia apds a copula, dependendo da
disponibilidade de calcio e albumina (op. cit.), portanto gastrépodes terrestres estocam
grandes quantidades de sais de calcio, que sdo depositados principalmente, na concha e
na glandula digestiva (Paschoal & Amato, 1996).

De acordo com Fischer & Costa, 2010, os ovulos fecundados recebem albume
da glandula albuminifera e cobertura de calcério, por isso, no periodo reprodutivo esta
glandula pode exceder o tamanho da glandula digestiva, alterando, inclusive, a

quantidade de aminoacido presente no corpo do caracol. Os achatinideos produzem



0vos com casca, por causa da disponibilidade de calcio que serve também para
formacéo da concha do embrido (op. cit.).

A frequéncia de oviposigdo esta relacionada com a duracdo do periodo favoravel
para a viabilidade dos ovos, refletindo em uma variacdo sazonal com picos acentuados
no inicio da estacdo chuvosa (Fischer & Costa 2010). As posturas podem ter de treze a
quatrocentos e quarenta e dois ovos, sendo a variabilidade muito grande, mesmo dentro
de uma populacdo (Raut & Barker 2002). Em geral, podem ocorrer de duas a treze
posturas durante toda a vida (Berry & Chan, 1968). Ha também uma correlacéo positiva
entre 0 nimero de ovos e o tamanho do molusco, sendo que o0s animais maiores
depositam mais ovos (Fischer & Costa, 2010). Eduvirgem & Ferreira (2017) afirmam
que o rapido crescimento da populacdo se da por estratégia reprodutiva, pela grande
dispersdo, pelas vantagens competitivas com moluscos nativos e pelas condigOes

ambientais favoraveis.

1.2 - Habito Alimentar de Achatina fulica

Sobre o habito alimentar da espécie, Fischer et al. (2008) salientam que a
disponibilidade de diferentes recursos alimentares que gere possibilidade de escolha,
bem como a abundancia de alimentos, podem ter um efeito importante na dindmica da
populacéo, pois estes fatores podem influenciar a taxa de crescimento, a sobrevivéncia,
a fecundidade, uma vez que a aquisicao de diferentes nutrientes resulta em individuos
maiores em um curto espaco de tempo.

Achatina fulica é uma espécie herbivora generalista (Pereira et al., 2005). Raut
& Barker (2002) afirmam que sua evolucdo em bordas de florestas, além de Ihe conferir
a incorporacdo de inumeras estratégias de defesa contra fatores bidticos e abidticos,
também o programou para o consumo de uma grande diversidade de recursos
alimentares. A alimentagdo ndo inclui somente folhas, mas também flores, caules e
frutos (Sarma et al., 2015), sendo, portanto, considerada uma praga agricola por
promover grandes prejuizos a lavouras e plantacbes comerciais, e invadindo hortas em
areas domiciliares — seu habitat mais comum — sendo também encontrado em &rvores,
sobre material em decomposicdo e proximo a depdsitos de lixo, alerta VVasconcellos &
Pile (2001). Em Jodo Pessoa-PB, no bairro do Castelo Branco, Carvalho (2006)
constatou a presenca dos caracdis em sitios, quintais e jardins, onde escalavam
coqueiros, mamoeiros e bananeiras (aparentemente apenas repousando ou se abrigando

de predadores durante o dia) e se alimentando de folhas de alface, pimentdo, milho,
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feijao, quiabo, jerimum, erva cidreira e frutos de acerola, além de plantas ornamentais,
principalmente heliconias. Assim, parte-se da premissa que a complexidade estrutural
do ambiente, devido aos inumeros substratos possiveis de serem utilizados como
refagio, somado a disponibilidade de alimentos de facil consumo € um dos principais
fatores que favorecem o aumento populacional dessa espécie invasora (Fischer et al.,
2008).

Em seu livro, Fischer & Costa (2010) caracterizaram um habito alimentar dos
caracois recém-eclodidos que retiram elementos orgéanicos e inorgénicos da casca do
ovo, dos ovos que ndo eclodem e do solo. Os jovens, até aproximadamente quatro
meses, alimentam-se, em sua maioria, de brotos jovens e folhas suculentas, sendo essa a
fase mais danosa para as plantas. Apos o quarto més de vida, preferem alimentos em
decomposicdo e seu habito alimentar passa a ser caracterizado como oportunista e
onivoro. Quando existe uma necessidade grande de calcio, Rodrigues et al. (2007)
atestam que A. fulica pode se tornar canibal, devorando ovos e caramujos jovens da
mesma espécie ou pode escalar edificagdes e muros, retirando deles o célcio necessario.

Em seu trabalho em 2008, Fischer et al, enfatizaram a preferéncia de A. fulica
por certos alimentos, como couve e alface, sugerindo a existéncia de selecdo de
alimento, que pode se dar antes e depois da ingestdo, sendo na primeira fase avaliados
cheiro, textura, palatabilidade e habilidade na manipulacdo e na segunda, a
digestibilidade e os nutrientes.

1.3 - Estratégias adaptativas de Achatina fulica

Os caracOis em estudo, além das caracteristicas acima citadas, apresentam
estratégias que sdo base para alta adaptabilidade da espécie (Fischer & Costa, 2010),
caracterizando-os como uma das pragas mais importantes entre os invertebrados, em
escala mundial, de acordo com Rodriguez (2006). Ainda que seja uma espécie de zonas
quentes, pode se adaptar a qualquer tipo de habitat (op. cit). Durante o dia, ficam
enterrados ou suspensos em caules de arvores ou outros substratos como, por exemplo,
muros e paredes de casas e em ambas as situages, 0s animais podem produzir o
epifragma (Figura 2), uma estrutura calcificada que previne a desidratacéo,
possibilitando longos periodos em estivagao (Fischer, 2009). Os gastropodes terrestres
perdem agua pelo tegumento e, do mesmo modo, se reidratam pelo tegumento, através
da chamada reidratagdo por contato. Quando em situacdes de estresse hidrico e altas

temperaturas, estratégicas fisiologicas e comportamentais, tais como a estivacao, que se
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caracteriza pela retracdo da massa cefalopodal no interior da concha, secrecdo do
epifragma e o enterramento, garantindo a sobrevivéncia durante periodos desfavoraveis
(D’Avila et al., 2004), além do comportamento gregério, que segundo Almeida (2016)

cria um microclima umido dentro do grupo.

Figura 2. Espécime adulto de Achatina fulica liberando o epifragma (seta) ao sair do

processo de estivacdo. Barra = 3 cm. Fonte: autora.

1.4 - Achatina fulica: problemas ambientais e de satide publica

A introducdo de espécies exoticas € considerada a segunda maior causa de
extincdo de espécies no planeta, o que afeta diretamente a biodiversidade (Coradin &
Tortato, 2006) e ainda de acordo com Pimentel et al., 2001, espécies invasoras causam
significantes problemas ambientais e econdmicos no mundo. No Brasil, o caracol
africano foi introduzido no final da década de 1980, como alternativa para criagdo
comercial e consumo humano do escargot, Helix aspersa Muller, 1774 e atualmente,
ocorre em populacdes elevadas na area urbana de varios municipios de 23 estados
(Colley & Fischer, 2009) (Figura 3).
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Figura 3. Mapa de distribuicdo de Achatina fulica em 23 estados do Brasil. Fonte: FIOCRUZ -

Fundagdo Oswaldo Cruz.

O caracol é classificado entre as cem piores espécies invasoras de ocorréncia
mundial de acordo com Fischer & Colley, 2005. Neste mesmo trabalho, os autores
também alertam para o problema ambiental desencadeado pela presenca de A. fulica
com o estabelecimento de grandes populacGes em florestas primarias e secundarias,
como registrado em Ilhas Havaianas, a competicdo com a fauna nativa e a perturbagéo
floristica, uma vez que representam uma espécie altamente voraz e generalista,
causando sérios danos econdbmicos em areas agricolas.

A significativa ocupacdo de ambientes antropicos pelo caramujo africano é
preocupante visto que esses animais podem atuar na transmissdo de agentes etiologicos
que podem determinar o estabelecimento de graves doencas em humanos e outros
animais, como a angiostrogiliase, helmintose provocada por espécies de
Angiostrongylus Kamensky, 1905 (Durgo et al., 2013). Tais espécies utilizam o
molusco como hospedeiro intermediario, com a infeccdo ocorrendo pela ingestédo de
larvas de primeiro estagio (L1) nas fezes de roedores e que se desenvolvem até o
terceiro estagio (L3) (op. cit.). Esses parasitos tétm como hospedeiro definitivo natural

roedores como Rattus norvegicus Berkenhout, 1769 e Rattus rattus Linnaeus, 1758, que



se infectam através da ingestdo do molusco, vegetais ou agua contaminada contendo a
larva de terceiro estagio (L3) (op. cit.). A infecgdo para 0 homem (hospedeiro acidental)
também se d& através de larvas de terceiro estagio (L3), que podem ser encontradas em
alimentos crus, mal-cozidos ou através da propria ingestdo do molusco (op. cit.), (Figura
4).

Humanos so hospedeiros {A ) Causa meningite eosinofilica caracterizada
acidentalmente. Humanos nao

transmitem A. cantenensis (A)
ou A. costaricensis (B)

por eosinofilia no tiquor. £ comum no Sul da
Asia, lihas do Pacifico. Africa e Caribe.

(B} Causa enterite eosinofilica, uma inflamagdo
eosinofilica de arterlolas mesentéricas da
regido lleocacal do trato gastrintestinal que
mimetiza apendicite. E comum nas Américas
Central e do Sul.

;:‘.Z (A) Ovos nos pulmoes e a larva em
AL

primeira estagio passam para as
fezes de rondares (A canfonensis)
f {B)Oves no ileo &

arva passam para as
fezes (A costanicenss),

Larvas 3° eslagio s3o
ngendas por ralos

Larva {1” estigo)
infacla lesmas @
cAramUjos

Humanos tornam-se infectados por Caramujcs e lesmas s56 hospedeiros
ingestao de alimentos contaminados st @ Sps YA it

como a larva infectiva (3° estagio). harvaalcanga o () aetigio Lnfecie,

Lesmas cruas ou mal cozidas,

caranguejos, camardes de agua doce,

vegetais, etc., contaminados com lesmas

OU Caramujos.

Figura 4. Ciclo Biol6gico das espécies de Angiostrongylus Kamensky, 1905. Fonte: CDC -
Center for Disease Control and Prevention.

Angiostrongylus cantonensis Chen, 1935 na Asia e nas ilhas do Pacifico e
Angiostrongylus costaricensis Morera & Cespedes, 1971 nas Américas sdo nematoides
intra-arteriais que podem causar meningite eosinofilica e angiostrongiliase abdominal,
respectivamente (Neuhauss et al., 2007).

Meningite é um processo inflamatério das meninges que pode ser
potencialmente fatal devido a geracdo de diversos estimulos que podem comprometer
orgdos nobres do SNC, 6rgdos esses que apresentam reduzida taxa de regeneracdo
(Cunha et al., 2017). Dentre os agentes etioldgicos parasitarios, Angiostrongylus sp.
merece destaque por sua maior incidéncia em causar meningites eosinofilicas (op. cit.).

A doenca causada por A. cantonensis é considerada emergente no Brasil e destaca-se



pela disseminacdo do parasita ser favorecida por um grande aumento do numero de
caracois terrestres, especialmente da espécie A. fulica (op.cit.).

No Brasil, larvas de A. cantonensis foram encontradas em A. fulica procedentes
do Estado de Sao Paulo e casos de meningite eosinofilica foram registrados nos Estados
do Espirito Santo e de Pernambuco (Zanol et al., 2010). Estes autores, no mesmo
trabalho afirmam que Aelurostrongylus abstrusus Railliet, 1898, nematdide parasito de
pulmdo de felideos causando pneumonia, € o metastrongilideo mais frequentemente
detectado em exemplares de A. fulica examinados no Laboratério de Referéncia
Nacional em Malacologia Médica (LRNM, IOC, FIOCRUZ).

Em relacdo a angiostrongiliase abdominal, entre os principais sinais e sintomas
estdo dor abdominal na fossa iliaca, febre, algumas vezes acompanhada de calafrio e
lesdo hepatica (Morena, 1988).

Em seu trabalho sobre espécies invasoras, Ziller & Zalba (2007) afirmam que ha
casos suficientes de impactos, tanto sobre a biodiversidade como sobre a economia, a
salde e valores culturais, para que ndo restem duvidas sobre o potencial de risco e de

dano que tendem a causar.

2- OBJETIVOS

De forma a possibilitar maior conhecimento sobre aspectos relacionados a
resisténcia apresentada por este molusco invasor, o presente estudo teve por objetivo
descrever o padrdo de desenvolvimento do sistema de defesa interna de A. fulica e
caracterizar a composi¢do bioquimica de sua hemolinfa, fornecendo subsidios para
estudos futuros de correlagdo entre o sistema de defesa interno do molusco e sua
comprovada capacidade adaptativa e como hospedeiro de parasitos com grande

relevancia para a saude publica.

1. Descrever e caracterizar quantitativamente e qualitativamente as células da
hemolinfa;
2. Determinar o contetdo de glicose e produtos nitrogenados: proteinas totais e

ureia.



2- MATERIAL E METODOS

2.1 - Local e periodo de coleta

A coleta dos espécimes de Achatina fulica foi feita em areas residenciais de trés
bairros da cidade do Rio de Janeiro em diferentes periodos nos anos de 2016 e 2017.
Foram coletadas amostras oriundas de Campo Grande, Santa Cruz e Estrada da Posse,
em Nova lguacu, totalizando 31 espécimes (Figuras 5 e 6). Os procedimentos utilizados
para coleta incluiram uso de luva, de forma a evitar qualquer risco de infeccdo e
acondicionamento dos moluscos em recipientes plasticos para transporte até o
Laboratorio de Ecologia e Biologia de Helmintos, da Area de Biologia/DBA/UFRRJ.

Figura 5. Local de coleta de Achatina fulica em area residencial no bairro de Santa Cruz - RJ.
Fonte: Elaborada por Daniela Monteiro

Figura 6. Local de coleta de Achatina fulica em area residencial no bairro de Santa Cruz - RJ.

Fonte: Elaborada por Daniela Monteiro.



2.2 - Manutencéo dos moluscos no laboratorio

Os moluscos, ao serem trazidos para o laboratorio, foram alocados em
recipientes de vidro ou plastico, devidamente etiquetados com local de procedéncia,
data da coleta e nimero de espécimes por terrario. Foram usadas tampas de tecido, o
que proporciona boa ventilacdo e uma barreira fisica contra penetracdo de insetos e
outros organismos.

No terrério, os animais eram mantidos em terra esterilizada e umedecida a cada
3 dias, quando os moluscos eram também supridos com alimentacdo composta por
vegetais como alface, pepino e cenoura (Figura 7). Sempre que era realizada a
manutencdo dos moluscos, também se procedia a procura por posturas. As posturas,
quando localizadas eram removidas e realocadas em outros terrarios com a mesma
condicdo descrita anteriormente, onde foram feitas avaliacbes quantitativas dos ovos,

assim como sua viabilidade.

Figura 7. Manutencdo de Achatina fulica em condigdes experimentais. Fonte: autora.

2.3 - Obtencéo e analise celular e bioquimica da hemolinfa de Achatina fulica

A hemolinfa foi obtida de moluscos nascidos no laboratério e de moluscos
adultos provenientes da coleta.

O processo para obtengdo e analise da hemolinfa foi dividido em 3 etapas
(Figura 8). Para iniciar a obtencéo, calcando luvas de procedimento, cada molusco
retirado do terrario foi lavado em agua corrente e o tamanho de sua concha foi medido

com auxilio de uma régua.
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Usando uma tesoura ponta fina, foi feito um pequeno furo de aproximadamente
0,3 cm na concha correspondente a regido pericardica. Com uma seringa descartavel
para insulina 1ml, uma amostra de 0,7 ml de hemolinfa foi retirada e reservada.

Na primeira etapa, Camara Umida, as placas de Petri foram revestidas por filtros
de papel umedecidos, contendo 4 laminas cada. As laminas receberam uma goticula da
hemolinfa obtida e permaneceram na cdmara por aproximadamente 30 minutos.

Apos o periodo de repouso, na camara Umida, as ldminas foram transferidas para
outras placas de Petri, na etapa de Fixacdo, contendo metanol para andalise (CH3;OH)
suficiente para cobri-las por 15 minutos.

Apds a etapa de fixacdo, as laminas foram coradas durante 3 minutos, imersas
em uma solucédo de concentracdo 3:1, contendo 50 ml de Giemsa’s azur eosin methylene
blue e 150 ml de &gua destilada. No final, as laminas foram lavadas em &gua corrente e
alguns dias apds a secagem, receberam uma pequena gota de balsamo do Canada
(natural) e foram cobertas com laminulas, de forma a proteger o material, possibilitando

a conservagdo por tempo indeterminado e a melhor observacao das células.

Figura 8. Etapas do processo de andlise das células circulantes na hemolinfa de Achatina fulica.

2.4 - Observacdo das amostras de hemolinfa ao microscopio éptico

A observacgdo das laminas preparadas foi realizada no Laboratdrio de Ecologia e
Biologia de Helmintos, da Area de Biologia, do Departamento de Biologia
Animal/UFRRJ utilizando o Microscopio Biologico Optico Trinocular Even, sendo
necessario o uso do 6leo de imersdo sobre a laminula para possibilitar a observacdo em

objetiva de 100x.
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As células foram observadas usando-se o Microscopio Zeiss AXioScope,
acoplado a camera Zeiss AxioCam e as imagens foram capturadas pelo uso do software
Zen 2009 para a captura e analise de imagens no Laboratdrio de Biologia e Parasitologia
de Mamiferos Silvestres Reservatorios, FIOCRUZ, RJ.

2.5 - Analise Bioguimica da hemolinfa de Achatina fulica

Para o processo da analise bioquimica, com o uso de luvas estéreis, oito caracois
adultos, com tamanho médio de 7,4 cm de concha, foram lavados em &agua corrente e
reservados. Na etapa da puncdo, porém, a obtencdo da hemolinfa ficou impossibilitada
em trés caracois, pois 0s mesmos se retrairam dentro da concha. Utilizando, portanto,
cinco individuos de tamanho médio 7,8 cm, de onde foi retirado aproximadamente, 1 ml
de hemolinfa e reservado dentro de microtubos estéreis tipo Eppendorf, numerados e
mantidos em banho de gelo durante toda a coleta (Costa, 2011; Tunholi-Alves et al,
2015) (Figura 9).

As amostras numeradas foram transferidas e processadas no Analisador
Bioquimico A15 Biosystems por cerca de trinta minutos e neste procedimento foram
analisadas as quantidades de glicose, onde os resultados foram expressos em mg/dL,
produtos nitrogenados - proteinas totais, sendo expressas em g/L e ureia, tendo resultado
expresso em mg/dL.

Na determinagdo de glicose, 3uL de amostra foram adicionados a 300uL de
reagente de cor (fosfato 100mmol/L, fenol 5mmol/L, glicose oxidase 10U/mL,
peroxidase 1U/mL, 4-aminoantipirina 0.4mmol/L, pH 7.5), e o produto da reacdo de
oxidacdo 4-aminoantipirina foi mensurado por espectrofotometria no comprimento de
onda de 510nm (Trinder, 1969). Para a determinacdo da concentracdo de proteinas
totais, 4uL. de amostra foram adicionados a 300puL de reagente de cor (acetato de cobre
6 mmol/L, iodeto de potassio 12mmol/L, hidroxido de sédio 1,15mol/L). O padréo
usado foi albumina sérica bovina, na concentragdo de 50g/L. As leituras foram
realizadas em espectrofotdmetro a 540nm, e os resultados expressos em g/L (Gornall et
al., 1949). A concentragdo de ureia foi mensurada utilizando-se de 3pL de amostra e
300uL de reagente (Tris 200mmol/L, 2-oxoglutarato 5,6 mmol/L, urease > 140U/mL,
glutamato desidrogenase >140U/mL, etilenoglicol 220g/L, azida sodica 9,5g/L, NADH
1.5 mmol/L, pH 8.0). O produto formado foi determinado por espectrofotometria com
absorbancia méaxima a 340nm, usando uma solucgdo-padrdo de ureia na concentragdo de
50mg/dL (Talke & Schubert, 1965; Gutmann & Bergmeyer, 1974).
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Figura 9. Etapas do processo para obtencdo de hemolinfa de Achatina fulica para andlise
bioguimica.

3 - RESULTADOS

3.1 - Manutencéo dos moluscos em laboratério

No laboratério, os caracdis adultos apresentaram boa adaptagdo as condigdes nos
terrarios. Houve, entretanto, uma taxa de mortalidade nos caramujos trazidos da
localidade da Posse, em Nova lguacu, por suspeita de contaminacao pelas larvas do
mosquito da familia Phoridae, e uma alta taxa de mortalidade dos caracois nascidos no
laboratorio, provavelmente por serem mais sensiveis a condi¢des adversas e também o
canibalismo citado por Rodrigues et al., 2007, foi constatado. Ao serem alimentados
com o0s vegetais alface, pepino e cenoura, os moluscos mostraram significativa

preferéncia pelos dois primeiros.

3.2 - Caracterizacao dos hemacitos circulantes na hemolinfa de Achatina fulica

Como em outros moluscos, os hemdcitos circulantes de A. fulica, sdo
representados, aparentemente, por dois tipos celulares distintos entre si.

A andlise morfoldgica, realizada ao microscopio &ptico, possibilitou a
observacdo de células circulantes na hemolinfa de A. fulica, com base nas caracteristicas
morfoldgicas dessas células foi possivel a identificacdo de dois tipos celulares distintos
entre si. A denominacdo dos tipos celulares como granuldcitos e hialindcitos adotada
neste trabalho corresponde aos tipos descritos por Ottaviani (1989). Um tipo celular
mais numeroso, representado por células maiores, de aspecto estrelado, devido a
emissdo de numerosos prolongamentos citoplasmaticos, delgados e longos (filopddios),
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denominado granulécito e outro tipo celular, comparativamente, de tamanho mais
reduzido e menos frequente, apresentando aspecto arredondado, denominado de
hialindcito.

3.2.1 - Granulécitos

A identificacdo dos granuldcitos circulantes na hemolinfa de A. fulica seguiu
conforme estabelecido pelos autores Ottaviani (1989); Adamowicz & Bolaczek (2003),
que os chamaram de hemacito I. Dessa forma, as células maiores, polimérficas devido a
intensa filopodia, com citoplasma contendo granulos e encontradas em maior nimero na
hemolinfa dos caracdis jovens e adultos, algumas vezes formando agregados, foram
classificadas como granulécitos.

Figura 10. Células circulantes da hemolinfa de um espécime jovem de Achatina fulica, as setas

indicando granuldcitos com filopodes em desenvolvimento.
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Figura 11. Células circulantes da hemolinfa de um espécime jovem de Achatina fulica, as setas
indicando granulécitos.

Figura 12. Células circulantes da hemolinfa de um espécime adulto de Achatina fulica, as setas
indicando granulécitos, com filopodia acentuada.
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Figura 13. Células circulantes da hemolinfa de um espécime adulto de Achatina fulica, as setas
indicando granulécitos, com filopodia acentuada.

Figura 14. Células circulantes da hemolinfa de um espécime adulto de Achatina fulica, a seta
indicando granulécito, com filopodia acentuada
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Na hemolinfa obtida de caracois com 9 meses de idade e conchas medindo em
média 2,14 cm de comprimento, observou-se grande quantidade de granuldcitos,
embora a visualizacdo ndo tenha sido possivel em todas as laminas preparadas com
hemolinfa. Resultados semelhantes foram obtidos na analise da hemolinfa obtida de
moluscos adultos, com comprimento das conchas variando entre 4,5 cm e 9,0 cm e
tamanho médio de 7,4 cm, de acordo com as Tabelas 1 e 2. Os granuldcitos
apresentaram tamanho médio de 0,095 um, nucleo de localizacdo central ou irregular, se
destacando pela reagcdo mais intensa pelo azul de metileno, um dos componentes do
Giemsa. Morfologicamente, foi possivel a observacdo de varios granulos
citoplasmaticos ao redor do nucleo. De forma a complementar os resultados obtidos, no
presente estudo, serd necessdria uma avaliacdo histoquimica para a determinacdo da
natureza quimica dessas granulagdes. Estas células apresentaram maiores e menores
prolongamentos, com média de 0,08 um e 0,06 um, respectivamente e em sua maioria,
células com maiores prolongamentos também apresentaram maior quantidade de
granulos. Comparativamente, 0os hemdcitos com prolongamentos pouco desenvolvidos
apresentaram, de mesmo modo, uma granulacdo reduzida. Em geral, os granulécitos
oriundos dos filhotes foram os que apresentaram filopodios menos desenvolvidos, onde
em alguns destes foi observado um possivel comportamento mitético (Figuras 10, 11,
12, 13 e 14).

3.2.2 - Hialindcitos

Outro tipo de hemdcito circulante constatado, observado em menor nimero em
ambos os caracois, filhotes e adultos, foi o hialindcito. Este tipo de hemdcito,
caracterizou-se por apresentar dimensGes mais reduzidas, quando comparados aos
granulécitos, com didmetro médio de 0,03 um, com ndcleo grande, ovoide e
centralizado, uma area citoplasmatica reduzida ao redor do nucleo, evidenciada através
do corante eosina, apresentando, portanto, uma alta relacdo nucleo/citoplasma, nao
sendo observada a emissdo de filopddios através do citoplasma e granulacdo (Figura
15).
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Figura 15: Células circulantes da hemolinfa de um filhote de Achatina fulica, a seta indicando

hialindcito.

Tabela 1. Andlise quantitativa de hemdcitos circulantes na hemolinfa de filhotes de
Achatina fulica.

Caracdis Comprimento da concha (cm)  Granuldcitos  Hialindcitos
Filhote 1 2,0 7 -
Filhote 2 2,7 24 3
Filhote 3 2,3 7 -
Filhote 4 1,8 - -
Filhote 5 2,8 - -
Filhote 6 2,0 - -
Filhote 7 1,5 - -
Filhote 8 2,0 - -

Tabela 2. Andlise qualitativa de hemdcitos circulantes na hemolinfa de espécimes
adultos de Achatina fulica.

Caracois Comprimento da concha (cm)  Granulécitos  Hialindcitos

Adulto 1 7,5 16 1
Adulto 2 8,0 - -
Adulto 3 7,4 - -
Adulto 4 9,0 5 -
Adulto 5 4,5 - -
Adulto 6 7,3 - -
Adulto 7 7,0 - -
Adulto 8 8,5 - -
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3.3 - Analise Bioquimica da hemolinfa de Achatina fulica
As quantidades de glicose e produtos nitrogenados, proteinas totais e uréia da
hemolinfa dos cinco caracéis analisados, estdo expressas na Tabela 3, onde pode-se

observar valores médios de 4,6 mg/dL, 20,4 g/L e 80,8 mg/dL, respectivamente.

Tabela 3. Anélise bioquimica da hemolinfa de Achatina fulica.

Caracois  Comprimento da concha Glicose Proteinas Ureia
(cm) (mg/dL) totais (g/L) (mg/dL)
1 75 3 22 49
2 8,0 3 28 89
3 7,4 4 22 51
4 9,0 4 15 90
5 7,3 9 15 125
4 - DISCUSSAO

4.1 - Sistema de defesa interno de moluscos

Achatina fulica possui diversas estratégias de defesa, como a producdo do
epifragma, uma estrutura calcificada e impermeavel, produzida em condi¢Oes
ambientais desfavoraveis (Fischer, 2009), a estivagdo, onde D’avila et al. (2009) aponta
como uma das possiveis causas da ineficiéncia na aplicacdo de molucicidas e sua
concha, que representa uma barreira fisica servindo de protecdo primaria, sendo estas
caracteristicas observadas nos moluscos no laboratério. Segundo Fischer & Costa
(2010) em relagdo ao molusco ancestral, a converséo da concha de um escudo para um
reflgio tenha sido uma vantagem morfologica contra diferentes situagdes, por exemplo
0 ataque por um predador ou fatores abioticos, como por exemplo a evaporacéao.

O sistema circulatério € em geral aberto e o sistema de defesa dos caracois
africanos esta associado a sua hemolinfa, que é composta pelo plasma, a parte liquida, e
por suas células de defesa. O plasma é rico em &gua, cloreto de sddio e bicarbonato,
onde nele também se encontra dissolvido o pigmento hemocianina, que se apresenta de
forma extracelular (Cavalcanti, 2011).

Segundo Obara et al. (1992), os invertebrados ndo sintetizam imunoglobulinas e
ndo possuem o sistema complemento. Sabe-se entdo que a fagocitose realizada pelas
células ndo é favorecida pelos anticorpos ou componentes do sistema complemento
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(Yamamoto & Portinho, 2001), sendo os fatores de defesa dos moluscos,
principalmente, as reacGes de defesa celular, envolvendo fagocitose de materiais
estranhos ao organismo—e aquelas relacionadas a defesa humoral, que englobam:
lisozimas, lectinas, opsonizacdo (Obara et al., 1992). Embora neste trabalho ndo tenha
sido feita a analise histoquimica dos granulos, de acordo com Rohr & Amato (2014), as
proteinas efetoras atuam na primeira linha de defesa do organismo, sendo sintetizadas
basicamente nos hemadcitos e armazenadas em seus granulos.

A defesa imunoldgica dos moluscos durante uma infeccdo € mediada por estas
células imunes conhecidas por hemacitos, que podem realizar o encapsulamento,
fagocitose e liberacdo de substancias citotoxicos, sendo essenciais na morte e
eliminagdo dos patdgenos invasores (Cavalcanti, 2011). Os hemacitos, que podem estar
livres (circulantes na hemolinfa) ou fixos nos tecidos, mobilizam-se em direcdo as
regibes onde aparecem as formas parasitarias, acumulando-se ao seu redor, atacando,
formando capsulas e/ou complexos encapsulantes para a inativacdo e absorcdo dos
parasitos (op. cit.).

Apesar das descobertas sobre o sistema de defesa em moluscos, ha ainda, uma
indagacdo sobre a origem dos hemdcitos. Jeong et al. (1983) consideram que a
formacdo destas células ocorra em um oOrgao especifico, o o6rgdo formador de
amebacitos (APO), onde ao estudar sua estrutura em B. glabrata, quando néo infectada,
consistia em pequenos cachos de ameboblastos que se apoiam nas células epiteliais que
alinham o pericardio e ao analisarem o APO sujeito a esquistossomose, observaram uma
consideravel mudanca morfoldgica, incluindo aglomerados de amebdcitos, futuros
estagios desta linhagem celular, podendo ser transportados pela hemolinfa. Souza &
Andrade (2006), relacionam o APO a medula 6ssea, ao afirmarem que o 6rgéo realizaria
funcdo equivalente, entretanto, apesar dos autores, através da literatura, terem
considerado o APO como produtor central de hemdcitos, 0s mesmos nao acharam fortes
evidéncias sobre o orgao ser produtor de todos os hemacitos do caracol, pois para tal,
teriam que especular que o pequeno Orgdo central teria que ser sobrecarregado com
células quando uma forte resposta contra invasores parasitas estivesse ocorrendo.

Alguns autores, segundo Souza & Andrade (2006), tém sugerido uma origem
multicéntrica para os hemacitos, a partir da constatagdo de mudancas nucleares e até
mitose nos hemocitos, indicando sua capacidade de proliferacdo local, podendo ser
destacada a cavidade ventricular do coragdo, que se mostrou como um local de alta

concentracdo de hemdcitos. Durante a analise morfolégica das células através do
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microscopio optico, no presente estudo, algumas delas se mostraram, supostamente, em
divisao, possivelmente indicando a mitose mencionada pelos autores.

Além da origem, segundo Rebelo et al. (2013) apesar de seu papel importante,
ainda ndo existia uma concordancia sobre quantos tipos de hemdcitos haviam nos
moluscos, inclusive a nomenclatura das células varia de acordo com os diferentes
autores. Exemplificando, Adamowicz & Bolaczek (2003) as classificam como hemacito
| e hemdcito 11, Rasmussen et al (1985) as designam como leucdcitos granulares e
leucdcitos agranulares, respectivamente e diferentemente, Travers et al (2008) as
nomeiam de grandes e pequenos (imaturos) hialindcitos. Ottaviani (1989) distinguiu 0s
dois tipos diferentes de células como granulécito e hialindcito, caracterizando o
primeiro como células maiores, formagdo dos pseuddpodes, aderindo dessa forma ao
substrato. J& o outro tipo, hialindcito, como células menores, apesar da também
aderéncia, ndo foi observado presenca de filipodia. Neste trabalho, por uma
concordancia descritiva com o ultimo autor em relacéo aos tipos celulares, foi adotada a
mesma nomenclatura, sendo ainda necessarios estudos futuros, incluindo novas técnicas
para uma melhor caracterizacdo dos tipos celulares encontrados na hemolinfa de A.
fulica, de forma a subsidiar a op¢cdo mais assertiva pela nomenclatura a ser adotada.

Atualmente, Wang et al (2017), reiteram que os estudos de diferentes hemacitos
tém sido estudadas desde 1970, entretanto ha uma dificuldade na concordancia de
consenso que se baseia em dois pontos de vistas: alguns autores defendem que os
hemdcitos, funcionalmente, sdo tipos celulares diferentes. Outros sdo de opinido que
seriam um unico tipo celular em diferentes estagios de diferenciacdo (op. cit.). A falta
de evidéncia sobre a origem dos hemdcitos contribui para o problema, uma vez que
nenhuma correspondéncia entre tipos de hemacitos e ontogenia pode ser feita.

Hine (1999) especulou que talvez os estagios iniciais do desenvolvimento dos
granuldcitos e estagios finais, mais desgastados, possam ser agranular, dividindo com os
hialindcitos esta caracteristica. Carballal et al (1997), trabalhando com a técnica de
microscopia eletrénica de transmissdo (MET), constataram que alguns granulécitos
apresentam pequenos granulos, e outros contém abundantes granulos de tamanho
maiores. Os resultados obtidos neste estudo corroboram com essas afirmativas, onde
foram encontrados granulécitos pouco desenvolvidos e com poucos granulos quando
comparados com o0s granulécitos maiores e com grande expansdo citoplasmaticas.
Esses achados, porém, ndo poderiam explicar através da variedade morfoldgica, se
seriam estagios de transi¢do das diferentes células ou estagios de desenvolvimento de
um unico tipo celular.
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Rasmussen et al (1985) preconizaram que granulécitos pequenos de Mytilus
edulis Linnaeus, 1758 se tornaram maiores, indicando maturagdo da célula. Os
granulocitos observados no material em estudo, apresentaram tamanhos diferentes,
sendo 0s maiores, apresentando grandes expansdes citoplasmaticas, geralmente
encontrados nos caracois adultos, o que poderia explicar sua maturidade. Entretanto, os
autores (op. cit) ndo puderam concluir se os granulécitos e hialindcitos seriam estagios
diferentes da mesma linhagem celular, sendo o primeiro ativo e o segundo imaturo.

Barracco (1993) defendeu a atividade fagocitéaria dos granuldcitos, e a presenca
nestas células de fosfatase acida, uma enzima geralmente encontrada nos lisossomos.
Van Der Knaap & Loker (1990) afirmam que os granuldcitos digerem o0s
microorganismos invasores apos a juncdo do fagossoma com o lisossoma, onde este
altimo libera suas enzimas e que os hialindcitos sdo células que, provavelmente, ndo
realizam fagocitose. Sabe-se que os amebdcitos denominados granuldcitos sdo 0s
responsaveis pela fagocitose de particulas estranhas, pois 0 nimero destas células, bem
como sua taxa de fagocitose, aumentou consideravelmente apds a infec¢do das espécies
Biomphalaria glabrata Say, 1818 e Biomphalaria straminea Dunker, 1848 pelo
Schistosoma mansoni Sambon, 1907 (Cavalcanti, 2011).

Travers et al (2008) atesta ndo ter observado uma capacidade fagocitéaria dos
hialindcitos, nem sequer a presenca de lisossomos (Barracco et al., 1993).

Os granuldcitos sdo células mais ativas (Foley & Cheng, 1975), sendo
provavelmente o glicogénio, um dos envolvidos nesta caracteristica. De acordo com
Cheng & Rudo (1976); Rodrick & Ulrich (1984), a degradacdo de bactérias fagocitadas
por granuldcitos de moluscos, leva a sintese de glicogénio a partir de acUcares de
origem bacteriana dentro da prépria célula, sendo usado posteriormente como fonte
energética. Travers et al (2008) corroborando com essa teoria, supde que a falta de
glicogénio ou lipideos indicaria a imaturidade celular. Apesar deste trabalho nédo ter
utilizado técnicas capazes de elucidar a histoquimica dos granulos encontrados somente
nos granulécitos, Cavalcanti (2001) acredita serem glicogénio, o que concordaria com a
afirmacdo de Foley & Cheng (1975) e explicaria 0 motivo de Travers et al (2008) nédo
terem visto atividade fagocitaria nos hialindcitos.

Barracco et al, 1993, descreve os hialindcitos como células esféricas e
pequenas, com um grande nucleo central delimitado por uma camada fina de
citoplasma. Este hemdcito apresenta uma elevada relacdo ndcleo-citoplasma, e

ribossomos livres no citoplasma (Gonzales & Arenas, 2002). Estas caracteristicas foram
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possiveis de serem observadas no presente trabalho, permitindo dessa forma sua
classificacdo celular como hialindcitos.

Os resultados obtidos no presente estudo, apesar de constituirem o primeiro
estudo das células circulantes da hemolinfa de A. fulica e elucidarem algumas questdes
morfoldgicas, permitindo a identificacdo preliminar de dois tipos celulares e inferir
sobre as possiveis fungGes no processo de defesa do molusco, ndo fornece subsidios
para elucidar as questfes levantadas por varios autores, quanto a origem e funcéo dos
hemacitos, uma vez que seriam necessarias investigaces nos niveis celular e molecular,
de modo a possibilitar maior entendimento sobre os processos de respostas aos agentes

estranhos ao molusco.

4.2 - Bioquimica da hemolinfa de Achatina fulica

Os estudos sobre o metabolismo bioquimico dos moluscos sdo importantes para
a compreensdo de sua fisiologia e podem demonstrar alteragdes nas vias metabdlicas
que que podem representar estratégias para garantir a sobrevivéncia (Ferreira, 2006),
uma vez que quando os moluscos sdo submetidos a qualquer estresse ambiental,
desencadeiam mecanismos para manutencdo da homeostase (Becker, 1980).

Nos gastropodes pulmonados, o metabolismo energético é baseado em
carboidratos, os quais sao armazenados na forma do polissacarideo glicogénio, sendo a
glicose 0 monossacarideo mais abundante na hemolinfa (Ferreira, 2006; Oliveira 2007).

Brockelman & Sithithavorn (1980), estudando os caracéis gigantes africanos
infectados e n&o-infectados com Angiostrongylus cantonensis, observaram uma
variacdo do nivel de glicose nos caracéis normais, sendo o valor minimo 3,95 mg/dL e o
méaximo 17,91 mg/dL, deste modo, os autores juntamente com Martin et al. (1965),
concluiram que os niveis de glicose em A. fulica sdo normalmente variaveis. O valor
médio de glicose na hemolinfa dos caracdis analisados no presente estudo foi de 4,6
mg/dL, estando, portanto, dentro dos valores considerados pelos autores citados
anteriormente.

Na analise da hemolinfa de A. fulica, a ureia apresentou valores altos em relagcdo
as outras substancias analisadas. Tal observancia pode estar relacionada com a estivacéo
e 0 composto quimico altamente toxico para as células, a aménia. Hiong et al. (2005),
reportaram um aumento na sintese da ureia pelos caracéis nos primeiros quatro dias de
estivacdo, apesar dos mesmos concluirem que a mudanca fisioldgica ndo se relacionaria
com a retencdo de agua, mas sim que a principal funcdo da sintese da ureia seria a

23



defesa contra a toxicidade da amonia. Porém, Horne (1971), trabalhando com Bulimulus
dealbatus, outro molusco pulmonado terrestre, observou que durante periodos de
atividade normal do caracol, o nivel de ureia na hemolinfa foi quase imperceptivel,
entretanto, a concentracdo da substancia solivel em dgua aumentou durante a estivacéo,
um comportamento definido como uma resposta adaptativa a ambientes caracterizados
por temperaturas elevadas, baixos niveis de atividade e uma taxa metabolica
drasticamente suprimida, segundo (Salway et al, 2010). Esse aumento, de acordo com
Horne (1971) seria importante na reducdo da perda de agua.

Horne & Boonkoom (1970), concluiram, portanto, que além de estar associada
a desintoxicacao da aménia, 0 acumulo de ureia pode estar relacionada também com o
aumento da concentracdo osmatica da hemolinfa, sendo importante na retencao de agua.
O valor elevado da concentragdo de ureia observado no presente estudo, parece estar de
acordo com as conclusdes dos autores citados acima, representando, desta forma, uma
significancia metabolica em moluscos pulmonados.

Achatina fulica, quando em condi¢Ges adversas, assim como a estivagédo, pode
apresentar uma reducdo dos principais substratos energéticos, como os carboidratos, o
que acarretaria na utilizacdo de outros compostos como fonte alternativa de energia,
como as proteinas (Tunholi et al, 2013). Brockelman (1978), realizando um estudo
sobre os efeitos do parasitismo de Angiostrongylus cantonensis na concentracao
proteica da hemolinfa de A. fulica, verificou que os animais normais\ndo-infectados
apresentaram valor médio de 17,7 g/L para proteinas totais e para os infectados a
concentracdo média foi de 6 g/L. O valor médio encontrado neste presente estudo,
mostrou-se maior do que o observado no trabalho citado anteriormente, 20,4 g/L,
sugerindo que os caracOis analisados no presente estudo estariam sob condicfes
fisioldgicas normais.

A anélise da ureia na hemolinfa sugere que os animais estariam possivelmente
enterrados e entrando em processo de estivacdo contra periodos quentes e secos, em
aspectos bioldgicos e fisiol6gicos normais, uma vez que a temperatura média dos trés
dias que antecederam o dia do experimento foi 32 ° C e a umidade relativa do ar média
dos mesmos dias foi 72 %. Com relagdo as dificuldades para realizacdo da pesquisa, a
obtencdo da hemolinfa foi comprometida pela morte dos caracois criados no laboratorio,
entretanto 0s conhecimentos obtidos através do desenvolvimento deste trabalho devem

ser consideravelmente ampliados.
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5- CONCLUSOES

O sistema de defesa interno de A. fulica, assim como sua capacidade
reprodutiva, habito alimentar e seu metabolismo bioquimico estdo relacionados a
sobrevivéncia do caracol africano nos diferentes locais onde esta espécie exotica
invasora se estabeleceu.

Este estudo se constitui no primeiro registro das células circulantes na hemolinfa
de Achatina fulica.

Este estudo fornece subsidios para que trabalhos futuros elucidem questGes sobre a

relacdo do molusco com problemas ambientais, econémicos e de salde publica.
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