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RESUMO

Pomacea lineata (Spix, 1827)durante a época de estiagem se enterra no
solo e sobrevive gracas a sua capacidade de estivagdo. Estudos tém mostrado que
durante a estivagdo 0s niveis de carboidratos e &cido Urico, podem fornecer informacdes
malis precisas sobre a atividade das gonadas em resposta ao estresse ambiental. Assim,
testou-se a hipdtese de que as variagdes nos niveis de carboidratos e acido Urico, durante
a estivacdo induzida, pode afetar a histologia gonadal e gametogénese em P. lineata. Os
caramujos foram submetidos a estivacao por trés, cinco e 10 meses. Testiculos e ovarios
foram coletados e processados para analises histoldgicas. Os resultados mostraram
aumento significativo dos niveis de carboidratos e acido Urico proporcionalmente ao
periodo de estivacdo, além de alteragdes histoldgicas nas gonadas. Assim, concluimos
que a metabolizacdo de proteinas € proporcional ao periodo de estivacao, para sintese de
carboidratos e excrecdo de acido urico, garantindo assim, a integridade do aparelho
reprodutor.

PALAVRAS-CHAVE: gastropodes, gonadas, estivacao, histologia, &cido

urico, carboidrato.
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ABSTRACT

Pomacea lineata (Spix, 1827) during the dry season buries itself in the ground and
survives thanks to its ability to aestivation. Studies have shown that during aestivation
levels of carbohydrates and uric acid, may provide more accurate information about the
activity of the gonads in response to environmental stress. Thus, we tested the
hypothesis that variations in the levels of uric acid and carbohydrate during aestivation
induced, can affect gonadal histology and gametogenesis in P. lineata. The snails
underwent aestivation of three, five and 10 months. Testes and ovaries were collected
and processed for histological analysis. The results showed significant increase in the
levels of uric acid and carbohydrates in proportion to the period of aestivation, and
histological changes in the gonads. Thus, we conclude that the metabolism of proteins
is proportional to the period of aestivation for carbohydrate synthesis and excretion of
uric acid, thereby ensuring the integrity of the reproductive tract.

KEYWORDS: gastropods, gonads, aestivation, histology, uric acid, carbohydrate.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

No Brasil, os moluscos da espécie de Pomacea lineata (Spix, 1827)
(Mollusca: Caenogastropoda) apresentam distribuicdo setentrional e litoranea,
sendo encontrados em habitat dulcicolas desde o Nordeste até o Sudeste do
pais (THIENGO, 1995). Esta espécie possui grande importancia na cadeia
alimentar, pois servem de alimento para peixes, anfibios, repteis, entre outros
animais, exerce um papel importante na “limpeza natural” do leito dos rios,
além de atuarem como controladores bioldégicos naturais do Biomphalaria
glabrata (Say 1818), hospedeiro intermediario do Schistossoma mansoni
(Piraja da Silva, 1904) (CIMERMAN & CIMERMAN, 2005).

O potencial invasor de alguns moluscos esta associado as estratégias de
defesa contra condi¢cdes ambientais desfavoraveis, fato que dificulta o manejo
e controle desses animais. Dentre esses mecanismos tem-se a estratégia
reprodutiva, o habito de se enterrar e a producao do epifragma para impedir a
perda de agua (RAUT & BARKER, 2002). Durante a época de estiagem, por
exemplo, estes moluscos se enterram no solo e sobrevivem gracas a sua
capacidade de estivacdo (LUM-KONG & KENNY, 1989).

A estivacao é um fenbmeno muito pouco conhecido, em relagdo aos seus
mecanismos fisiolégicos, particularmente entre as espécies neotropicais.
Alguns estudiosos denominam como “sono de verado”’, uma referéncia ao
estado de dorméncia que algumas espécies, tanto de vertebrados como de
invertebrados, assumem em resposta as temperaturas ambientais elevadas ou
ao perigo de desidratacdo, ou ambos, podendo estar associado com uma
depressdo metabdlica profunda (GUPPY & WITHERS, 1999; ROJAS et al.,
2000).

Durante a estivacdo ocorre um longo prazo de jejum e torpor corporal,
acompanhado de outras respostas adaptativas em relacdo ao metabolismo de
excrecdo de nitrogénio exibido por estivantes diferem daqueles exibidos por
nao estivantes submetidos a jejum ou imobilizacdo. O metabolismo de

excrecdo de nitrogénio durante a estivacdo esta relacionado as fases de
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indugdo e manutencéo. Para a fase de indugéo, incluiu a ureia como um sinal
de inicio da estivacdo, permeabilidade da pele a aménia, mudancas na taxa de
producdo de amonia e sintese de ureia. Para a fase de manutencéo, a énfase é
a sintese e degradacao de proteinas, producdo de amdnia e sintese e acumulo
de ureia (IP & CHEW, 2010).

Diversas espécies de moluscos apresentam estratégias fisiologicas e
comportamentais a estivacao, tais como: a retracdo da massa cefalopodal para
o interior da concha e o enterramento no solo, que garantem a sobrevivéncia e
0 sucesso reprodutivo durante periodos desfavoraveis, com altas temperaturas
e baixa ou nenhuma umidade (ARAD, 1993; EMBERTON, 1994).

A estratégia do caramujo de estivar ao se enterrar permite que 0s animais
permanecam sob a terra por um longo periodo se protegendo de condicbes
ambientais desfavoraveis. No entanto, devem-se considerar a importancia das
caracteristicas fisicas e quimicas do solo, como compactacao e capacidade de
retencdo de agua. A resisténcia das espécies a fatores abidticos esta
relacionada com o estagio de desenvolvimento e a natureza do estimulo
(PACHECO et al., 1998).

De acordo com a literatura, a umidade influéncia aspectos do ciclo de vida
dos moluscos, tais como a alimentacao, o ritmo dos batimentos cardiacos, a
locomocédo, o crescimento, os niveis de carboidratos, de proteinas e de
lipideos, bem como a espermatogénese e a producéo e incubacdo dos ovos
(COOK, 2001; FURTADO; BESSA; CASTANON, 2002; D'AVILA & BESSA
2005).

Alguns trabalhos também tém abordado aspectos histolégicos do sistema
circulatério (JIMENEZ-TABATA; FINOL; MARTINEZ, 1985) e digestivo
(BEZERRA; KEMPER; BECKER, 1999) de moluscos durante a estivacdo. No
entanto ndo ha relatos na literatura sobre aspectos histoldégicos das génadas
durante esse processo. Dessa forma, em virtude da grande importancia
ecolégica e econbmica de P. lineata, faz-se necessaria a investigacdo dos
aspectos relacionados a histologia reprodutiva desses animais durante a
estivacdo. Assim, a presente pesquisa visa descrever a histologia das gbnadas
do caramujo P. lineata sob condicdes de estivacdo induzida, bem como
analisar os niveis de excrecao de acido Urico e das reservas de carboidratos na

hemolinfa durante o periodo de estivacéo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Gastropodes

Os moluscos constituem um dos filos de invertebrados com maior nimero
de espécies, dentre os quais as classes Gastropoda e Bivalve sdo bem
representadas nos bentos marinhos (DIAZ & PUYANA, 1994). Gastrépodes
sdo caracterizados por possuirem pés na regido ventral, movendo-se através
do deslizamento sobre o substrato, a cavidade do manto e os érgaos contidos
localizam-se anteriormente, pois estes possuem uma ou duas branquias dentro
da cavidade do manto e seu sifdo inalante corresponde a uma extensédo do
manto (RUPPERT & BARNES, 1996).

Uma das familias pertencentes a classe dos gastropodes sdo os
Ampularideos (Ampullaridae) que sao considerados como anfibios, porque
possuem tanto uma guelra bem desenvolvida e um pulméo, e muitas vezes
eles realizam a respiracdo aquatica e aérea simultaneamente (MCCLARY
1964; ANDREWS 1965; BERTHOLD 1991; SEUFFERT & MARTIN, 2009). No
entanto, a importancia relativa dos dois tipos de respiragdo varia muito, 0
género Pomacea vem sendo um dos géneros mais especializados na
respiracdo de ar atmosférico (ANDREWS, 1965). O grau de dependéncia da
respiracdo aérea nao foi investigado em Ampularideos, embora em Pomacea
urceus (Muller, 1774) mantidos por cinco dias em aquarios aerados tenha sido
observado que todos os caracOis sobreviveram em bom estado aparente
(BURKY & BURKY, 1977).

Pomacea canaliculata (Lamarck, 1822) rotineiramente entra em contato
com a superficie da agua usando seu sifao para ventilar o pulméo e o intervalo
entre emissdes do sifao diminuem drasticamente com a queda da temperatura
(SEUFFERT & MARTIN, 2009). A frequéncia da ventilagdo pulmonar em
Pomacea também aumenta com a diminuicdo do oxigénio dissolvido
(MCCLARY, 1964; BURKY & BURKY 1977).

No Brasil alguns problemas causados pelo aumento das populacdes do
caramujo Achatina fulica (Bowdich, 1822) conhecido como gigante africano
comecaram a ser notados ha cerca de oito a onze anos. Entre equivocos e

exageros, a divulgacao de que os animais transmitiriam doencas capazes de
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levar & morte fez com que o panico, associado ao pouco conhecimento
cientifico sobre a espécie, e o grande numero destes animais encontrados em
vérias regides determinasse a implementacdo de uma legislacdo com relagéo a

introducao de espécies exdticas de moluscos no pais (THIENGO, 2004).

2.2. Pomacea lineata

O caramujo Pomacea lineata (Spix 1827) é regionalmente conhecido por
aruad (em tupi-guarani quer dizer o mesmo que caracol), e possui ampla
distribuicdo geografica (THIENGO, 1995). Pertence ao Filo Mollusca que
juntamente com os artrépodes, constituem o maior grupo de invertebrados.
Esta inserido na classe Gastropoda, que possui aproximadamente 40.000
espécies viventes e 15.000 fosseis (HICKMAN; ROBERTS; LARSON, 2004).
Séo encontrados em rios de agua-doce e amplamente distribuidos pela
América do Sul (GUIMARAES, 1981).

No Brasil, as espécies de moluscos do género Pomacea apresentam
distribuicdo setentrional e litoranea, sendo encontrados em habitat dulcicolas
desde o Nordeste até o Sudeste do pais (THIENGO, 1995). Porém, € valido
destacar que no Estado da Paraiba os mesmos sdo encontrados também em
corpos d’agua permanentes (BATALLA, 1997; MELO, 2000). Nas regides Norte
e Nordeste do Brasil, as espécies do género Pomacea sdo utilizadas como
fonte de alimento e tanto o molusco quanto a sua desova sdo empregados na
cura de doencgas do “peito”, tais como tosse, asma e tuberculose (MESQUITA,
1982). Na Argentina, a desova é utilizada na cura de disenteria (SANTOS,
1982).

Os Pomacea lineata sdo animais herbivoros que se alimentam utilizando
a radula para raspar o alimento. Sua digestdo € extracelular gracas as enzimas
digestivas presentes nas glandulas salivares, bolsas esofagicas e diverticulos
digestivos (RUPPERT & BARNES, 1996), pertencem a familia Ampullariidae,
também conhecida como os ampularideos tropicais (MELO et al., 2000).

Essa espécie € muito comum nos mananciais fluviais do Centro Sul do
Brasil e regibes do rio Amazonas, onde se encontram também outras espécies
de Pomacea (PAIN, 1960). Barboza (2002) em seus estudos para a

caracterizacao nutricional do arua e o escargot Achatina fulica (Férussac, 1821)
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observou valores nutricionalmente favoraveis com relacdo aos teores de
proteina e baixos teores de lipidios. A carne dos moluscos escargot e arui sédo
tecnicamente e sensorialmente vidveis para o consumo (BARBOZA; COSTA;
ROMANELLI, 2006).

Cirelli (1992) caracterizou nutricionalmente a carne do P. lineata relatando
a presenca de aminoacidos essenciais, e também de microelementos como o
ferro, zinco e manganés, cujas concentracbes superam as necessidades
didrias para consumo, recomendadas para um homem adulto (mg/kg) de
acordo com Food and Nutrition Board (1980). Ainda Segundo Pulini e Paulini
(1971), o P. lineata parece ainda exercer um papel importante na “limpeza
natural” do leito dos rios e outros corpos de agua, além de atuarem como
controladores bioldgicos naturais do B. glabrata, hospedeiro intermediario do S.
mansoni (CIMERMAN & CIMERMAN, 2005).

Pomacea lineata esta sujeito a informacfes conflitantes por parte da
sociedade, pois assim como muitos animais silvestres, € comumente utilizado
na dieta, em preparos de pratos regionais como, por exemplo, aruazada, arua
ao coco e cozido na casca da laranja. No entanto, muitas pessoas o eliminam
por acreditarem que se trata de um provavel hospedeiro do S. mansoni parasita
causador da esquistossomose, doenca endémica da regido. E importante
destacar que essa espécie também possui grande importancia na cadeia
alimentar, pois servem de alimento para peixes, anfibios, repteis, entre outros
animais (PULINI & PAULINI 1971).

Esse molusco também pode ser considerado como um valioso recurso
para monitorar a qualidade da agua no nordeste do Brasil, no entanto
comporta-se como praga em plantacdes de arroz no Oriente (COLER, 2005).
Em diversas regifes do Brasil, suas conchas sao utilizadas para a confeccao
de artesanatos, seus ovos sdo também usados como terapéuticos caseiros
contra diarréia e doencas respiratérias, representando um fator relevante na
economia local (PESSOA et al., 2007).

Além disso, é muito importante estudar a estrutura interna dos
Gastropodes, 0 que pode esclarecer como varias doencas sao transmitidas, um
exemplo disso foi o trabalho de Machado et al. (1988), onde avaliaram quais 0s

orgaos que foram mais atingidos pelos esporocistos de S. mansoni nos
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caramujos, sendo o pé o mais afetado, como também o hepatopancreas e o
ovarios (MELO & GENARO, 2001).

2.3. Gbnadas

Os gastropodes sdo animais que possuem sexos separados (didicos),
cujos machos possuem um pénis que se origina na borda do manto e aloja-se
num saco basal, denominado saco ou bolsa do pénis. Quando ereto prende-se
ao redor de sua por¢ao basal por uma bainha grande e muscular. Quando em
repouso, o pénis apresenta-se enovelado no interior do saco peniano; a prega
interna da bolsa é formada por um prolongamento da base do pénis
(MESQUITA, 1982).

Nas fémeas o ovario, também conhecido por glandula de albumen, é
constituido  por tdbulos ramificados branco-amarelados, situados
superficialmente sobre a glandula digestiva. Segundo Mesquita; Coelho;
Santos (1990) a histologia da glandula de albumen em Pomacea canaliculata
(Lamarck, 1822) (Mollusca, Gastropoda, Pilidae) assemelha-se muito as
glandulas de albumen e da casca nas aves.

O oviduto € estreito correndo pelo eixo columelar até a base da espira. Ja
0 receptaculo seminal é tubular, com parede espessa e extremidade proximal
alargada. A glandula de albumen é bastante volumosa e rosada, envolvendo o
receptaculo seminal e a glandula da casca em espiral, sendo a mesma um
vestigio do aparelho copulador masculino (pénis e sua bainha) (THIENGO,
1987).

A glandula de albumen apresenta correlacdo somente com a glandula
prostatica e a producdo da massa de ovos. Tratando-se de animais didicos,
nos machos, a presenca da bainha do pénis (na borda direita do manto)
permite a distincdo dos sexos na dissecacao. Esta distingcdo, no entanto, pode
ser dificultada pela presenca, nas fémeas, de um pénis rudimentar localizado
na mesma regido dos machos. Os machos sdo geralmente menores que as
fémeas e estas Ultimas iniciam a ovoposi¢cdo 24 horas apds a cépula e as

desovas sdo sempre postas acima do nivel da agua (THIENGO, 1995).

2.4. Estivacao
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Uma caracteristica bastante conhecida dos gastropodes é a estivacdo
(BARBOSA & BARBOSA, 1959; IMLAY, 1968; GOMES et al., 1975; MILWARD
DE ANDRADE, 1981; KRETZSCHMAR & HECKMAN, 1995; BRONSON,
2002), uma adaptacdo de sobrevivéncia bastante comum, inclusive em
gastropodes pulmonados, quando estdo diante de condi¢cdes desfavoraveis,
gue consiste na diminuicdo de atividade durante uma época desfavoravel de
seca ou calor (TELES & MARQUES, 1989). Barbosa e Dobbin Junior (1952a,b)
demonstraram, em laboratério, que B. glabrata sobrevive em quase completa
dessecacédo por um periodo acima de cinco meses. Raut e Chose (1977, 1981)
avaliaram os fatores relacionados com a mortalidade durante o periodo de
estivacdo. A auséncia dessas informacdes impossibilitou o sucesso das
tentativas de controle e/ou exterminio do caramujo africano A. fulica.

Durante a época de estiagem P. lineata se enterram no solo e sobrevivem
gracas a sua capacidade de estivacdo (LUM-KONG & KENNY, 1989).
Estivacdo € um fendmeno muito pouco conhecido, particularmente entre as
espécies neotropicais. Antes a definicdo do termo estivagcido era pobre, pois
alguns estudiosos denominam apenas como “sono de verao”, uma referéncia
ao estado de dorméncia que algumas espécies, tanto de vertebrados como de
invertebrados, assumem em resposta as temperaturas ambientais elevadas ou
ao perigo de desidratacao, ou ambos. O intrigante é o fato dos mesmos fatores
guimicos indutores da estivacdo, produzirem o estado semelhante ao torpor
guando injetados em mamiferos (ROJAS et al., 2000).

Diversas espécies de moluscos apresentam estratégias fisiologicas e
comportamentais a estivacdo, tais como: a retracdo da massa cefalopodal no
interior da concha e o enterramento, que garantem a sobrevivéncia e 0 sucesso
reprodutivo durante periodos desfavoraveis, com altas temperaturas e baixa ou
nenhuma umidade (ARAD, 1993; EMBERTON, 1994). De acordo com a
literatura, a umidade influéncia aspectos do ciclo de vida dos moluscos, tais
como a alimentacdo, o ritmo dos batimentos cardiacos, a locomocédo, o
crescimento, os niveis de carboidratos, de proteinas e de lipideos, bem como a
espermatogénese e a producdo e incubacdo dos ovos (COOK, 2001;
FURTADO; BESSA; CASTANON 2002; D'AVILA & BESSA 2005).
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Quando em estivagdo os moluscos apresentam reducao das reservas de
carboidratos, passando a utilizar outros substratos para a obtenc&o de energia
(PINHEIRO, 1996). Lira et al. (2000) observaram que no periodo de inani¢do
de 30 dias, a concentracdo de proteinas no organismo de Bradybaena similaris
(FERUSSAC, 1821), mostrou uma tendéncia a decrescer, atingindo valores
70% abaixo do normal, indicando que o0 molusco estava metabolizando
proteinas.

Estivacdo é um estado de quietude comportamental e metabdlica que
ocorre em resposta a seca e/ou alta temperatura ambiente em vertebrados e
varios invertebrados e pode ser associado a uma depressao metabdlica
profunda (GUPPY & WITHERS, 1999), nos periodos de estivacdo a proteina
muscular é degradada em aminoacidos para sintese das proteinas essenciais,
e em cetoacidos, para a gluconeogénese, visando a manutencdo das
concentragcdes sanguineas de glucose (BAYNES & DOMINICZAK, 2000).

A estivacdo ndo € necessariamente desencadeada apenas por fatores
ambientais, pois quando expostos a luz artificial constante, o anfibio
Scaphiopus couchii (Baird, 1854) entra em dorméncia e espontaneamente,
deixam de se alimentar na fase em que estariam em estivacdo (PINTER;
STOREY; UUTSCH, 1992). Isso sugere a existéncia de ritmos endogenos
intrinsecos associados a ciclos metabodlicos (PINTER; STOREY; UUTSCH,
1992).

As estratégias excretoras dos moluscos tém sido um importante elemento
de muitos estudos ecofisiologicos. Os custos beneficios séo claros e podem ser
prontamente entendidos nos termos dos limites ambientais e ecolégicos do
animal, tais como: disponibilidade de agua, estratégias alimentares, custos
metabdlicos e reproducdo (MOYES & SCHULTE, 2010).

2.5 Carboidratos

Os moluscos evoluiram de maneira a se tornarem capazes de utilizar o
oxigénio atmosférico para o processo de producdo de energia (ATP). Para a
producdo do ATP € necessario a degradacdo de moléculas organicas
adquiridas na alimentacdo e armazenadas para uso posterior. Os carboidratos

representam o principal tipo dessas moléculas energéticas que sdo oxidadas
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até CO, e H,O na presenca de oxigénio. Esse processo ocorre dentro das
mitocOndrias através da cadeia transportadora de elétrons que termina com a
reducéo do oxigénio molecular (LUTZ & STOREY, 1997).

Nos periodos de anoxia os carboidratos sdo catabolizados através da
glicdlise, ou participa de outra rota metabdlica denominada de via do succinato.
Essa via reoxida o NAD, que foi produzido no inicio da via glicolitica, através da
fosforilacdo realizada pelo sistema de transporte de elétrons no qual o
fumarato, ao invés do oxigénio, é o receptor final de elétrons. Esta via esta
presente em organismos que habitam substratos lodosos andxicos e geram
mais ATP por residuo de glicose do que as vias do lactato (LIVINGSTONE,
1991).

Pinheiro (1996) observou que os niveis das reservas carboidratos
reduzem nos periodos de estivacdo na espécie Bradybaena similaris, usando
assim outras fontes energéticas. Essas variacbes ocorrem em caracois
terrestres que apresentam dois periodos férteis por ano, na primavera e no
outono, ou seja, no final dos periodos de inverno e verdo de dorméncia, essas
variagdes sazonais ocorrem também em lipidios e proteinas em todo o animal.
Estes recursos sdo mobilizados durante os periodos de privacdo de alimento
e/ou estresse ambiental, coincidindo com a maturacdo das gonadas
(WILLIAMS, 1970).

Nos periodos de estivacdo varias enzimas atuam para suprimir a
oxidacdo de carboidratos (WHITWAM & STOREY, 1990a,b). Estudos in vitro
indicam que estas mudancas sdo mediadas por proteinas quinase, que
possuem papel importante na supressao de numerosos processos celulares
nesse periodo (WHITWAM & STOREY, 1990a; BROOKS & STOREY, 1995).

Outra estratégia mostrada por Moreira et al. (2003) esta relacionada a
manutencado do pH da hemolinfa, durante a estivacdo do Bradybaena similaris
(Férussac, 1821), ha o acumulo de acidos organicos e produtos nitrogenados,
oriundos da elevada degradacdo de carboidratos, por meio do metabolismo
aerobico e da degradacdo de proteinas, causando alteragbes no pH da
hemolinfa, que é novamente regulado através da mobilizacdo de CaCO; da
concha. Além disso, durante periodos de estivacdo, o0 aumento da tensédo de
CO, na hemolinfa dos moluscos resulta em uma diminuicdo do pH da

hemolinfa e das células cardiacas.
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2.6 Acido Urico

Pesquisas sao realizadas na tentativa de elucidar os mecanismos
biolégicos envolvidos no metabolismo de excrecdo do nitrogénio. Adaptactes
exibidas por estivantes foram discutidas em relacdo a indu¢édo, manutencéo, e
as fases de excitagédo de estivacao (IP & CHEW, 2010), sendo constatado que
0s niveis de &cido Urico aumentam durante tal processo (GIRAUD-BILLOUD et
al., 2011).

Giraud-Billoud et al., (2011) relataram que nos periodos de estivacéo e
pés estivacdo, ocorre aumento nos niveis de acido urico, com funcdo de
antioxidante e receptor de oxigénio. Varios autores (HERMES-LIMA; STOREY;
STOREY, 1998;. HERMES-LIMA & ZENTENO-SAVIN, 2002; RAMOS-
VASCONCELOS et al., 2005; NOWAKOWSKA et al., 2009) mostraram que
existem diferentes mecanismos enzimaticos para proteger o0s gastropodes
pulmonados dos efeitos prejudiciais da re-oxigenacdao durante o retorno da
estivagdo. Em contraste o acido urico tem sido mostrado como um provavel
antioxidante ndo enzimatico em humanos (AMES et al., 1981; BECKER, 1993),
sugerindo que também pode desempenhar tal papel no retorno da estivacao
(HERMES-LIMA; STOREY, 1995; VEGA et al., 2007;. GIRAUD-BILLOUD et al.,
2008).

Em condi¢cBes normais, os moluscos terrestres excretam principalmente
uréia, cujo processo € mais vantajoso do que a excrecdo de acido urico, uma
vez que a esta Ultima pode ser excretada de forma muito diluida evitando assim
a intoxicacdo do molusco (BISHOP; ELLIS; BURCHAM, 1983). Com o passar
da estivacdo o processo uricotélico se torna muito mais vantajoso no que diz
respeito a economia de energia em relacado a uréia, pois mesmo custando mais
para ser produzido (7 ATP) ele possui uma grande quantidade de nitrogénio
(4N). Assim, o acido uarico (7 ATP; 1,75 ATP/N) é levemente mais econémico
do que a ureia (5 ATP; 2,5 ATP/N) (MOYES; SCHULTE, 2010).

Além das vantagens energéticas, na reducdo da toxidade e economia da
eliminacdo da agua, um dos produtos da oxidac¢ao do acido urico é a alantoina
gue pode ser produzida espontaneamente (quando o acido Urico age como um

aceptor de elétrons) ou pela enzima urato oxidase na catalise (COWIE, 2002),
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funcionando juntamente com o acido Urico como um antioxidante natural para o
género Pomacea (GIRAUD-BILLOUD et al., 2011).
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RESUMO
Pomacea lineata (Spix, 1827) durante a época de estiagem se enterra no solo e
sobrevive gracas a sua capacidade de estivacdo. Estudos tém mostrado que durante a
estivacdo os niveis de carboidratos e acido drico, podem fornecer informacgdes mais
precisas sobre o desempenho das gdnadas em resposta ao estresse ambiental. Assim,
testou-se a hipotese de que as variagdes nos niveis de carboidratos e acido Urico, durante

a estivacdo induzida, podem afetar a histologia gonadal e gametogénese em P. lineata.
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Os caramujos foram induzidos a estivacdo por trés, cinco e 10 meses. Testiculos e
ovarios foram coletados e processados para analises histoldgicas. Os resultados
mostraram aumento significativo dos niveis de carboidratos e &cido Urico
proporcionalmente ao periodo de estivacdo, além de alteragcfes histologicas nas gbnadas
e consideravel redugdo da gametogénese. Dessa forma, concluiu-se que em P. lineata
quanto maior o periodo de estivacdo, maior serd a disponibilizacdo de carboidratos e
excrecdo de &cido Urico, garantindo assim, a integridade do aparelho reprodutor e da

gametogénese.

PALAVRAS-CHAVE: gastropodes, gonadas, estivacdo, histologia, acido drico,

carboidrato.

1. Introducéo

Os animais utilizam diversas estratégias para resistir ao estresse ambiental
provocado pelas mudancas sazonais de temperatura, umidade, alimentos,
disponibilidade de &gua, salinidade e concentracdo de oxigénio (Hermes-Lima;
Zenteno-Savin 2002; Hermes-Lima et al., 2004; Storey & Storey 2011, 2012). Uma
dessas estratégias é a estivacdo, um estado de quietude comportamental e metabdlica
gue ocorre em resposta a seca e/ou alta temperatura ambiente em vertebrados e varios
invertebrados (Guppy; Withers 1999). Nos periodos de estivacdo ocorre degradacédo das
proteinas em aminoacidos para sintese das proteinas essenciais, e em cetoacidos, para a
gluconeogénese, mantendo assim as concentracfes de glicose em niveis vitais (Baynes;
Dominiczak 2000).

Os mecanismos fisiologicos da estivacdo foram estudados principalmente em
anfibios e gastropodes (Hermes-Lima; Zenteno-Savin 2002; Storey 2002). Com relacéo

aos gastropodes eles podem permanecer em estivagdo por muitos meses ou mesmo
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anos, até que as condicOes favoraveis permitir-lhes a retomar os processos vitais de
nutricdo e reproducdo (Whitman; Storey 1990). Durante estes periodos prolongados de
inanicdo, os nutrientes armazenados anteriormente sdo metabolizados, sendo o
carboidrato, o primeiro destes materiais a ser utilizado (Rossi; Da Silva 1993; Da Silva;
Zancan 1994). Quando este metabolito é esgotado, o animal mobiliza reservas lipidicas
e, finalmente, as proteinas sdo usadas como ultimo recurso (Matsuzawa et al. 1991).

Na maioria das espécies de moluscos terrestres 0s produtos nitrogenados de
degradacdo sdo excretados principalmente como uréia ou &cido Urico e outros
compostos de purina. Em condi¢fes normais, estes animais excretam uréia, cujo
processo € mais vantajoso do que a excre¢do de acido Urico, uma vez que esta pode ser
excretada muito diluida evitando assim a intoxicagdo do molusco (Bishop et al., 1983).
No entanto, durante a estivagdo um dos eventos adaptativos a condigdo adversa tambem
esta relacionada ao metabolismo de excregé@o de nitrogénio. (Ip & Chew 2010; Giraud-

Billoud et al. 2011).

No Brasil o caramujo de agua doce Pomacea lineata (Spix, 1827) possui
distribuicdo setentrional e litoranea, sendo encontrados em habitat dulcicolas desde o
Nordeste até o Sudeste do Pais. Tém uma posicéo chave na cadeia alimentar servindo de
alimento para muitos animais, e pode ser um recurso valioso para monitoramento da
qualidade da 4gua no Nordeste do Brasil (Fellerhoff 2002; Coler et al., 2005). a duragéo
da seca pode variar de ano para ano, podendo chegar a quase um ano sem chuver em
determinados locais do nordeste brasileiro (Rao; Satyamurti; Brito 1986).Durante a
época de estiagem este molusco se enterra no solo e sobrevive gracas a sua capacidade

de estivacdo (Lum-Kong; Kenny 1989; Kenneth 2001).

Estudos tém mostrado que durante a estivacdo ocorre a perda de peso (Moreno-

Rueda 2008) e alteracGes na estrutura histologica dos 6rgdos internos (Jahan et al.,
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2007; Bhattacharyya et al., 2012), o que pode afetar diretamente a atividade reprodutiva
dos caramujos (Cook 2001; Storey 2002), pois o sucesso da reproducdo depende
diretamente das reservas energéticas armazenadas (Delgado & Camacho 2005). Tem
sido relatado que os indicadores bioquimicos, principalmente os niveis de carboidratos e
acido drico, podem fornecer informacfes mais precisas sobre o desempenho das

gbnadas em resposta ao estresse ambiental (Smolders et al. 2005).

Assim, resolvemos testar a hipotese de que as variagdes nos niveis de carboidratos
e acido Urico, durante a estivacdo induzida, pode afetar a histologia gonadal e
gametogénese em P. lineata. As informag6es obtidas podem ser Uteis para compreender
0 comportamento reprodutivo dessa espécie frente as mudancas ambientais, em especial
nas regides climaticamente imprevisiveis, como 0 ecossistema do semi-arido

nordestino.

2. Material e Métodos

2.1 Animais

Caramujos P. lineata foram coletados nos tanques da Estacdo de Piscicultura
Johei Koike no Departamento de Pesca da Universidade Federal Rural de Pernambuco e
transferidos para aquarios do Laboratorio de Fisiologia Animal (LAFA-UFRPE). Esses
caramujos permaneceram em um aquario (60 cm de comprimento, 25 cm de largura e
40 cm de altura) com 4agua, a uma temperatura de 25° C, por um més para adaptacéo.
Durante esse periodo foram alimentados diariamente com folhas de alface. Para o
experimento foram utilizados individuos adultos com massa corporea de 25,0 £ 0,19 g,
comprimento de 36,0 mm % 1,34 mm, os quais foram alojados em aquarios (30
caramujos/aquario) com capacidade de 10 L de agua, para a formacdo dos seguintes

grupos experimentais: 1 — caramujos mantidos sob condi¢Ges hidricas normais; 1l —
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caramujos mantidos sob estivacdo por trés meses; Il — caramujos mantidos sob

estivagédo por cinco meses, e IV — caramujos mantidos sob estivacdo por 10 meses.

2.2 Inducéo da estivacao

O processo de inducdo a estivacdo dos caramujos dos grupos Il, 11l e IV foi
realizado através da retirada gradual de 1L de &gua a cada dois dias. Ao término da dgua
dos aquarios, os caramujos foram colocados em bandejas de 25,5 cm x 18,0 cm, para o
inicio do periodo de estivacdo (3, 5 e 10 meses respectivamente), representando 0s

periodos de seca do nordeste brasileiro, sendo feita ainda restri¢do a alimentag&o.

2.3 Coleta da hemolinfa

Para coleta da hemolinfa foi feita uma abertura na concha, na regido que
corresponde ao local onde se encontra a cavidade pericardica. Com seringa tipo
insulina, foram retirados até 1,0 mL de hemolinfa diretamente da cAmara ventricular do
coracdo de cada caramujo, a qual foi centrifugada e o sobrenadante acondicionado em
eppendorfs e congelados a -20°C, até 0 momento das dosagens. Foram utilizados 10

caramujos por grupo.

2.4 Dosagem de acido urico

Os niveis de &acido drico foram determinados atraves de reagentes da Labteste
Diagnostica S.A. e leitura no espectrofotdmetro Analyzer 500E, por meio de filtro de

505 nm.

2.5 Dosagem de carboidratos totais
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Foi utilizado o protocolo adaptado de Laurentini; Edwards (2003). Um volume de
40uL dos padrdes, branco e amostras foi adicionado em cada poco da placa de
microtitulacdo. Essa placa foi envolvida com papel filme, agitada suavemente e
incubada a temperatura de 4°C por 15 minutos. Em seguida, foi adicionado um volume
de 100uL da soluc¢do de antrona-acido sulfurico, preparada durante a incubacdo, em
cada pogo. A placa foi novamente selada, agitada suavemente e incubada em banho de
agua aquecida sem agitacdo a temperatura de 92°C por 3 min. Para interrup¢do da
reacdo a placa foi transferida, posteriormente, para superficie a temperatura ambiente
por 5 min. Apds isso, a placa foi deixada em repouso em banho de dgua aquecida sem
agitacdo a temperatura de 45°C. Foi retirada, seca e submetida a leitura do comprimento
de onda de 620nm em leitora de microplaca (Anthos 2010 MicroplateAbsorbance

Reader, Biochrom Ltda, Cambridge, UK).

2.5 Andlise histologica

Para analise histologica utilizou-se cinco machos e cinco fémeas de cada grupo
para retirada das gbnadas as quais foram fixadas em formol a 10% por 48 h.
Posteriormente, estes orgdos foram clivados transversalmente e longitudinalmente,
obtendo-se fragmentos, os quais foram inicialmente desidratados em alcool etilico
(concentracBes crescentes), diafanizados pelo xilol, impregnados e incluidos pelo
“paraplast”. A seguir, os blocos foram cortados em microtomo do tipo Minot (Leica RM
2035) ajustado para 5 um. Os cortes assim obtidos foram colocados em laminas
previamente untadas com albumina de Mayer e mantidos em estufa regulada a
temperatura de 37°C, durante 24 horas, para secagem e colagem. Em sequéncia, 0s
cortes foram submetidos as técnicas coloracdes pela Hematoxilina - Eosina (H. E.), e
analisados em microscépio éptico de luz, da marca OLYMPUS BX-49 e fotografados
em fotomicroscopio OLYMPUS BX-50.
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2.6 Analise Estatistica
Para a comparacdo das dosagens de &cido Urico e carboidratos totais foram
realizadas a Analise de variancia, quando significante esta complementada pelo teste t-

Student (P < 0,05).

3. Resultados
3.1 Dosagens do acido Urico

As concentracdes de acido urico na hemolinfa mostraram aumento significativo e
progressivo nos caramujos dos grupos estivantes, quando comparadas as concentracdes
observadas nos caramujos do grupo | (Fig. 1). Proporcionalmente as concentracfes de
acido urico, em relacdo aos animais do grupo I, aumentaram 3,7 vezes no grupo Il, 9,12

vezes nos animais do grupo 111 e 19,94 vezes nos animais do grupo V.

3.2 Dosagens de carboidratos totais

Os niveis de carboidratos totais na hemolinfa mostraram também aumento
significativo e progressivo nos caramujos dos grupos Il, 11l e IV, quando comparados
aos observados nos caramujos do grupo | (Fig. 2). Proporcionalmente as concentracdes
de carboidratos totais, em relacdo aos animais do grupo I, aumentaram 1,18 vezes no

grupo 1, 1,44 vezes nos animais do grupo Il e 1,86 vezes nos animais do grupo 1V.

3.3 Andlise histologica dos testiculos de P. lineata

Nos caramujos P. lineata do grupo controle foi observado revestindo a gonada,
um epitélio simples pavimentoso com numerosas células pigmentadas, o qual esta

apoiado numa delgada camada de tecido conjuntivo frouxo que emite septos para o
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interior do 6rgdo separando os numerosos tubulos seminiferos. Nos tubulos seminiferos
evidenciou-se espermatogonias, espermatdcitos, espermatides e espermatozoides (Figs.
3A e 3B). Nos caramujos dos grupos submetidos a estivacao, ja a partir do terceiro més
observou-se uma desorganizacao do epitélio seminifero, caracterizada pela auséncia de
alguns tipos celulares, principalmente dos espermatdcitos e espermatides, porém foi

possivel notar a presenca de espermatozoides (Figs. 3C e 3D).

3.4 Andlise histoldgica dos ovarios de P. lineata

Os ovarios de P. lineata independente do tratamento apresentaram-se revestidos
por tecido conjuntivo que penetra na gonada preenchendo os espacgos entre os foliculos
ovarianos, 0s quais mostraram-se menos desenvolvidos nas fémeas submetidas a
estivacdo, independente do periodo (Figs. 4A e 4B). No interior desses foliculos foi
possivel observar ovogbnias no epitélio germinativo e ovocitos em desenvolvimento,
inclusive livres no lumen dos foliculos nas fémeas do grupo controle, enquanto que nas
fémeas submetidas a estivacéo os ovdcitos estavam aderidos a parede do foliculo (Figs.

4C e 4D),

4. Discussao

O sucesso da reproducdo de qualquer ser vivo depende diretamente das reservas
energéticas armazenadas (Delgado & Camacho 2005), e durante a estivacdo 0s
elementos criticos para a sobrevivéncia sdo a capacidade de retencdo de agua e a
disponibilidade dessas reservas energéticas (Storey 2002).

Os niveis de acido urico em P. lineata aumentaram com o passar do periodo de
estivacdo, resultados semelhantes foram relatados em pesquisa realizada no gastrépode

Bradybaena similares (Ferussac 1821) onde Lira et al. (2000) observaram que no
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periodo de inanicdo de 30 dias, a concentracdo de proteinas reduziu atingindo um valor
de 70% abaixo do normal, indicando que o molusco estava metabolizando proteinas.

E importante ressaltar que o intenso catabolismo das proteinas relatado por Becker
(1993) leva ao aumento na producéo de ureia na excrecdo dos caramujos. No entanto,
no caso da espécie P. lineata em estivacdo 0s animais ndo podem excretar ureia e para
tanto, a mesma precisa ser convertida em acido Urico, um produto menos téxico e que
reduz a necessidade da perda de agua durante sua eliminacao.

Os nossos resultados fortalecem a idéia de que ocorre alteragdes histoldgicas nos
6rgdos internos envolvidos na manutencdo da sobrevivéncia desses animais (Jahan et al.
2007; Bhattacharyya et al. 2012), podendo afetar sua atividade reprodutiva (Cook 2001;
Storey 2002). Entretanto, devemos mencionar que o elevado nivel de acido Urico pode
estd relacionado com mecanismo de protecdo, exercendo acdo antioxidante, ja que €
essencial para minimizar os potenciais efeitos nocivos do estresse oxidativo produzido
pela estivacao (Storey & Storey 2012). O mecanismo de acdo inclui ativacdo de cascatas
de sinalizacdo intracelular, a fosforilacdo de proteinas e regulacdo de genes seletivos
(Moyes & Schulte 2010).

Os niveis de carboidratos totais também aumentaram progressivamente ao periodo
de estivacdo. Segundo Lira et al. (2000) o jejum severo do molusco Bradybaena
similaris (Férussac) levou a reducdo nas suas reservas de carboidratos em
aproximadamente 70%. No entanto, sabe-se que 0s moluscos terrestres exibem
adaptacfes que garantem a manutencdo das reservas durante o periodo de jejum
prolongado, onde a proteina muscular é degradada em aminoacidos para sintese das
proteinas essenciais, e em cetoacidos, para a gliconeogénese, visando a manutencdo das
concentracBes sanguineas de glicose (Baynes & Dominiczak 2000), o que poderia ter

contribuido para o aumento dos niveis de carboidratos em P. lineata em estivacao.
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O aumento nos niveis de &cido drico, bem como nos niveis de carboidratos totais
elevam a osmolaridade dos fluidos corporais caracterizando outra estratégia fisioldgica
para reduzir a perda de agua durante o periodo de estivagdo. Assim, esses eventos
podem ter contribuido para proteger e/ou impedir a degradacdo gonadal, visto que
foram observados apenas uma involugdo nas gonadas de ambos 0s sexos, 0 que pode ser
devido a um estado de quiescéncia em decorréncia do processo meidtico se tornar mais
lento nos periodos de estivacdo promovendo alteracdes histoldgicas (Furtado; Bessa;
Castanon 2002; Delgado; Camacho 2005). Dessa forma, concluiu-se que em P. lineata a
metabolizacdo de proteinas é proporcional ao periodo de estivacdo, para sintese de
carboidratos e excrecdo de &cido uUrico, garantindo assim, a integridade do aparelho

reprodutor e da gametogénese.
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Figura 1: Concentracdes médias de acido urico (mg/dL) na hemolinfa P. lineata. F =
88,10. Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste t-

student (p<0,05).
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Figura 2: Concentragdes médias de carboidratos totais (mg/dL) na hemolinfa de P.
lineata. Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste t-

student (p<0,05).

42



Figura 3: Testiculo de P. lineata dos grupos controle (A e B) e estivantes (C e D). Te —

Tecido epitelial, Ts — Tudbulo seminifero, Seta curta — Septo de tecido
conjuntivo, Ponta de seta — Espermatogonias, Seta longa — Espermatdcitos,

Seta tracejada — Espermatides, Esp — Espermatozdides. Coloracdo H.E.

43



200pm

Figura 4: Ovario de P. lineata dos grupos controle (A e B) e estivantes (C e D). vs —
Vesicula seminal, tc — Tecido conjuntivo, Seta longa — Foliculos ovarianos,

Seta curta — Ovogonias, ov — Ovocitos. Coloragdo H.E.

44



