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RESUMO  

Pomacea lineata (Spix, 1827) é um gastrópode pulmonado que apresenta uma 

grande dependência da umidade, pertencente à família Ampullaridae cuja 

distribuição geográfica inclui quase toda a Região Neotropical, na qual habita águas 

de curso lento e estagnadas. Gastrópodes pulmonados apresentam uma 

característica ecológica conspícua, a estivação, que é uma forma de resistência e 

adaptação provavelmente melhor definida como uma estratégia de sobrevivência 

para lidar com as condições áridas, mas também é tipicamente associada com a 

falta de disponibilidade de alimentos e, frequentemente, com as altas temperaturas 

ambientais. Durante estes períodos de estivação alguns aspectos fisiológicos podem 

ser alterados, pois nos moluscos, a maioria desses, é dependente da temperatura e 

podem ser alterados pela sua variação, incluindo a atividade do sistema imunitário. 

O sistema imunológico inato dos invertebrados envolve a resposta celular e humoral 

similarmente ao encontrado nos vertebrados. As defesas celulares ocorrem em 

combinação com as defesas humorais.  As respostas humorais, incluem a produção 

de espécies reativas de oxigênio (ROS) e óxido nítrico (NO) e a atividade da enzima 

fenoloxidase, e as reações imunes celulares são realizadas pelos hemócitos, que 

executam, dentre outras funções, o encapsulamento e fagocitose do patógeno. 

Assim, esta pesquisa teve por objetivo obter informações sobre alguns parâmetros 

imunológicos do caramujo P. lineata em condições de estivação induzida. Os 

caramujos foram induzidos à estivação através da retirada gradual de água no 

aquário e abstenção de alimento, ficando nestas condições por 60 dias. Após este 

período, hemolinfa de 40 indivíduos foram coletadas para as análises de contagem 

total de hemócitos, dosagem de óxido nítrico, atividade da fenoloxidase e proteínas 

totais. Os resultados revelaram que os animais estivantes apresentavam um 



aumento significativo no número total de hemócitos e na dosagem de óxido nítrico, o 

que pode conferir maior chance de sobrevivência. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Pomacea lineata, gastropóda, estivação, hemolinfa, imunidade 

celular, imunidade humoral. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Pomacea lineata (Spix, 1827) is a pulmonate gastropod that has a large dependence 

on humidity, Ampullaridae belongs to the family whose geographic distribution 

includes almost all the Neotropical Region , which inhabits waters of course slow and 

stagnate. Pulmonate gastropods have a conspicuous ecological feature, aestivation, 

which is a form of resistance and adaptation probably best defined as a survival 

strategy to cope with the arid conditions, but is also typically associated with lack of 

food availability, and often with high ambient temperatures. During these periods of 

aestivation some physiological aspects can be changed, as in molluscs, most of 

these is temperature dependent and can be altered by its variation, including the 

activity of the immune system. The innate immune system of invertebrates involves 

humoral and cellular response similar to that found in vertebrates. The cellular 

defenses occurs in combination with humoral defenses. Humoral responses include 

the production of reactive oxygen species (ROS) and nitric oxide (NO) and phenol 

oxidase enzyme activity, and cellular immune reactions are performed by hemocytes, 

performing, among other functions, encapsulation and phagocytosis of the pathogen. 

Thus, this research aimed to obtain information on some immunological parameters 

snail P. lineata in conditions of induced aestivation. The snails were induced to 

aestivation through the gradual withdrawal of water in the aquarium and abstention 

from food, getting in these conditions for 60 days. After this period, hemolymph of 40 

individuals were collected for analysis of the total haemocyte count, measurement of 

nitric oxide, phenol oxidase activity and total protein. The results revealed that 

animals under aestivation showed a significant increase in the total number of 



hemocytes and measurement of nitric oxide, which may confer greater chance of 

survival. 

 

KEYWORDS: Pomacea lineata, Gastropoda, aestivation, hemolymph, cellular 

immunity, humoral immunity. 
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CAPÍTULO I 

1- INTRODUÇÃO 

A espécie Pomacea lineata (Spix, 1827), caramujo popularmente conhecido 

como aruá (BARBOZA; ROMANELLI, 2004), pertence ao Filo Mollusca (Classe 

Gastropoda) que possui em torno de 50.000 espécies vivas, dentre estas, 30.000 

são gastrópodas. Além disso, conhecem-se cerca de 35.000 espécies fósseis, pois o 

filo tem uma longa história geológica, onde os registros fósseis datam do período 

Cambriano. P. lineata insere-se na subclasse Pulmonata onde encontramos caracóis 

muito bem sucedidos que apresentam uma característica distintiva que é a 

conversão da cavidade do manto em um pulmão. Pertence à Família Ampullaridae, 

caracterizada por apresentar hábito anfíbio, já que possui ctenídeos (brânquias 

primitivas monopectinadas) (RUPPERT; FOX; BARNES, 2005). O nome aruá em 

tupi-guarani quer dizer o mesmo que caracol. Esta espécie é amplamente distribuída 

pela América do Sul (BARBOZA; COSTA; ROMANELLI, 2006). No Brasil as 

espécies de moluscos do gênero Pomacea apresentam distribuição setentrional e 

litorânea, observando-se em habitats dulcícolas desde o Nordeste até o Sudeste do 

país (THIENGO, 1995). 

Uma característica ecológica conspícua dos moluscos pulmonados é a grande 

dependência da umidade, que se reflete no comportamento, período de atividade, 

preferência por habitat, atividade reprodutiva e parece ter sido uma das principais 

pressões seletivas que atuaram sobre esse grupo (ELWELL; ULMER, 1971; 

DIMITRIEVA, 1975; PIERI; JURBERG, 1981). De uma forma geral, os gastrópodes 

pulmonados apresentam um grande poder de resistência e adaptação. Uma forma 

de resistência e adaptação é a estivação, um estado de torpor aeróbico que é 

provavelmente melhor definida como uma estratégia de sobrevivência para lidar com 

as condições áridas, mas também é tipicamente associada com a falta de 

disponibilidade de alimentos e, frequentemente, com as altas temperaturas 

ambientais (PINDER; STOREY; ULTSCH, 1992; ABE, 1995).  

Dentre os fatores que interferem no ciclo de vida dos moluscos pulmonados, a 

temperatura também apresenta grande importância, por afetar a produção de 

gametas, o desenvolvimento embrionário, a taxa de eclosão de filhotes, o 

crescimento, a sobrevivência e o comportamento desses animais (VAN DER 



SCHALIE; BERRY, 1973; DIMITRIEVA, 1975; SIEFKER; CARTHER; 

BLANKESPOOR, 1977; RAUT; AMED; RAUT, 1991; RAUT; RAHMAN; SAMANTA, 

1992; FURTADO, 2002). Os efeitos da temperatura sobre os aspectos da biologia 

dos moluscos terrestres relacionam-se ao equilíbrio hídrico desses animais. Dessa 

forma, as respostas fisiológicas e comportamentais dos moluscos a altas 

temperaturas estão vinculadas também ao fator umidade. 

Os elementos críticos para a sobrevivência a longo prazo durante a estivação 

são a retenção de água e reservas de nutrientes suficientes. Em relação ao aspecto 

comportamental, as espécies procuram locais protegidos, que irão ajudá-las a 

conservar a água corporal, minimizar a exposição delas aos elementos naturais e 

escondê-las dos predadores. Animais estivadores também expressam adaptações 

fisiológicas que defendem o corpo contra a perda de água durante a dormência. 

Dado que a água é perdida durante a respiração e também através do epitélio/pele, 

os animais normalmente entram em estivação com grandes reservas de água no 

corpo que podem ser utilizadas para manter os tecidos hidratados. Em caracóis 

terrestres há secreção de muco que fixa o opérculo à abertura da concha 

(BARNHART, 1983). Perda de água por evaporação durante a respiração é 

minimizado por padrões respiratórios apnéicos, por exemplo, alguns caracóis 

terrestres pulmonados podem respirar apenas 2-3 vezes/h (BARNHART; 

MCMAHON, 1987). 

A maioria dos processos fisiológicos nos moluscos são dependentes da 

temperatura e podem ser alterados pela sua variação, incluindo a atividade do 

sistema imunitário (COTEUR; CORRIERE; DUBOIS, 2004). O sistema imunológico 

inato dos invertebrados envolve a resposta celular e humoral similarmente ao 

encontrado nos vertebrados (JIRAVANICHPAISAL; LEE; SÖDERHÄLL, 2006). As 

defesas celulares ocorrem em combinação com as defesas humorais (DUNN, 1986). 

As respostas humorais, incluem a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) 

e nitrogênio (NO) (PIPE, 1992), atividade da enzima fenoloxidase, secreção de 

proteínas antimicrobianas (MITTA et al., 2000), e as reações celulares, pelos 

hemócitos, que executam, dentre outras funções, o encapsulamento e fagocitose do 

patógeno (SMINIA; VAN DER KNAAP, 1987; COCIANCICH et al., 1994; LAVINE; 

STRAND, 2002;). 

Embora a imunidade dos moluscos venha sendo estudada nas últimas 

décadas, o conhecimento sobre os mecanismos celulares e moleculares de defesas 



imunitárias dos moluscos ainda está longe de ser compreendida (CANESI et al., 

2002; PAUL, 2003; TISCAR; MOSCA, 2004; VASTA; AHMED, 2008), principalmente 

com relação ao comportamento desse processo durante a estivação. Assim, esta 

pesquisa teve por objetivo obter informações sobre alguns parâmetros imunológicos 

do caramujo P. lineata em condições de estivação. 

 

 

2- REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Filo Mollusca 

 Os membros do Filo Mollusca estão entre os invertebrados mais evidentes e 

familiares e incluem formas tais, como os mariscos, as lulas, os polvos e os 

caramujos. Este filo abrange sete classes: Monoplacophora (possuem uma única 

concha simétrica), Polyplacophora (conhecidos por quítons, tem corpo oval e é 

coberto não apenas por uma placa de concha única, mas de oito placas 

sobrepostas), Aplacophora (pequenos animais de corpo vermiforme), Gastrópoda 

(maior classe do filo, com conchas espirais assimétricas, incluem caracóis, 

caramujos e lesmas), Pelecypoda ou Bivalvia (concha composta por duas valvas, 

como os mexilhões, ostras e mariscos), Scaphopoda (moluscos marinhos 

escavadores e que apresentam a concha em forma de tubo cilíndrico alongado, 

conhecidos por conchas-presas ou dentes) e Cephalopoda (animais de maior porte 

dentre os invertebrados, onde a cabeças projeta-se em um círculo de grandes 

tentáculos ou braços preenseis, são os náutilos, sépias, lulas e polvos) (RUPPERT; 

FOX; BARNES, 2005).    

O interesse no estudo dos moluscos se deve, tal como no caso de muitos 

outros animais, à sua participação na manutenção do equilíbrio ecológico da 

natureza, como por exemplo, seu papel na reciclagem de detritos (DEYRUP-OLSEN; 

MARTIN, 1987). O filo Mollusca é considerado o segundo maior em número de 

espécies após os Arthropoda. Na costa brasileira, estão registradas cerca de 1.600 

espécies marinhas. Devido à presença de conchas calcárias, o grupo está 

amplamente representado no registro fossilífero que data desde o Cambriano. Os 

moluscos são invertebrados com grande capacidade adaptativa, estando 

representados nos mais variados tipos de ambiente e com hábitos os mais diversos. 



A maioria das espécies é marinha: alguns gastrópodes e bivalves atingiram o 

ambiente de água doce e apenas parte dos primeiros alcançaram o ambiente 

terrestre. Há grupos de gastrópodes e bivalves comensais e gastrópodes 

endoparasíticos, estes últimos muito modificados, sendo reconhecidos como 

moluscos pelas características larvais (RIBEIRO-COSTA; ROCHA, 2002). 

Os caracteres que definem a monofilia de Mollusca são: celoma reduzido, 

sistema circulatório aberto, presença de manto com espículas calcárias e rádula. O 

celoma restringe-se às regiões do coração, gônadas e rins. O manto é uma área 

ampla de epitélio dorsal com cutícula engrossada, que produz espículas ou uma ou 

mais conchas calcárias. A rádula localiza-se na cavidade bucal e é formada por um 

cinturão de dentes quitinosos curvos, tendo como principais funções a raspagem e a 

coleta de alimentos. Outros caracteres também são reconhecidos na maioria dos 

representantes desse grupo. Um deles é a presença de uma concha produzida pelo 

manto, que se completamente desenvolvida, recobre a maior parte do corpo do 

animal, protegendo-o contra predadores. Outro caráter, o pé, assemelhando-se a 

uma ampla sola rastejadora ventral, recoberta por epitélio ciliado e glândulas 

mucosas, que produzem muco que lubrifica a superfície auxiliando a locomoção 

(RIBEIRO-COSTA; ROCHA, 2002). 

São animais que exibem virtualmente todos os tipos de hábitos alimentares: 

herbívoros, carnívoros, consumidores de detritos e de suspensão e parasitas. No 

entanto, algumas generalizações podem ser feitas como a utilização da rádula para 

raspar o alimento (com exceção da classe Bivalve que são filtradores), a digestão é 

extracelular graças às enzimas digestivas presentes nas glândulas salivares, bolsas 

esofágicas e divertículos digestivos. O sistema sanguíneo vascular é uma hemocele. 

O sangue flui das brânquias para um (ou mais) aurículas. A partir de casa aurícula, o 

sangue passa pelo ventrículo central que o bombeia através da aorta para a 

distribuição aos seios teciduais. O coração é circundado por uma cavidade celômica 

(cavidade pericárdica) que recebe um ultrafiltrado de sangue. O sistema nervoso 

consiste de uma anel nervoso, a partir do qual se estende um par de cordões 

nervosos podais e um par de cordões viscerais. Os órgãos sensoriais típicos são os 

tentáculos, os olhos, os estatocistos e um ou dois osfrádios na cavidade do manto 

(RUPPERT; FOX; BARNES, 2005). 

  



2.2 Pomacea lineata e sua importância 

 

A espécie P. lineata é um gastrópode da família Ampullariidae, também 

conhecida como os ampularídeos tropicais (MELO et al., 2000), habita zonas baixas 

das margens dos rios, riachos, lagos e pântanos de águas calmas. A espécie P. 

lineata pode ser amplamente encontrada no continente sul-americano, mas 

encontra-se dispersa na região Nordeste do Brasil (GUIMARÃES, 1981). 

Apresentam concha de tamanho médio, de coloração castanho-esverdeada, 

ornamentada com faixas espirais escuras; espira geralmente curta; opérculo córneo. 

O pé tem a forma de escudo e sua coloração pode variar de cinza escuro à 

amarelada (THIENGO, 1995).  

Os representantes do gênero Pomacea no Brasil são conhecidos popularmente 

como aruá, aruá-do-banhado, aruá-do-brejo, caramujo-do-banhado, fuá e arauá 

(IHERING, 1968; SANTOS, 1982). Além de P. lineata há um amplo número de 

espécies incluídas neste gênero, tais como: P. canaliculata (Lamarck, 1804), P. 

bridgesii (Reeve, 1856), P. paludosa (Say, 1829), P. sordida (Swainson, 1823), P. 

aulanieri (Hupé & Deville, 1850), P. columellaris (Gold, 1848), P. curumim (Simone, 

2004), P. decussata (Moricand, 1836), P. diffusa (Blume, 1957), P. dolioides (Blume, 

1957), P. glauca (Linnaeus, 1758), P. guyanensis (Lamarck, 1819), P. haustrum 

(Reeve, 1856), P. maculata (Perry, 1810), P. meta (Ihering, 1915), dentre outras. 

Possuem sexos separados (dióicos), cujos machos possuem um pênis que se 

origina na borda direita do manto e aloja-se num saco basal, denominado saco ou 

bolsa do pênis, isto permite a distinção dos sexos na dissecação (MESQUITA; 

COELHO; SANTOS, 1990). Os machos são geralmente menores que as fêmeas e 

estas últimas iniciam a ovoposição 24 horas após a cópula e as desovas são sempre 

postas acima do nível da água (THIENGO, 1995). Nas fêmeas, o ovário, também 

conhecido por glândula de albumina, é constituído por túbulos ramificados branco-

amarelados, situados superficialmente sobre a glândula digestiva (THIENGO, 1987). 

A reprodução é a garantia da continuidade de uma espécie no ambiente, e para 

os moluscos terrestres esta função vital é continuada pela deposição de ovos nas 

margens e substratos dos habitats aos quais os encontramos (THIENGO, 1987). A 

glândula de albúmen representa uma grande importância no desenvolvimento de 

caramujos terrestres, visto que este órgão é responsável pela produção de ovos, 



fazendo parte do sistema reprodutor feminino e está envolvida no processo de 

reprodução (THIENGO, 1995). Quando em estágio de maturação a glândula 

apresenta uma cor alaranjada e tem tamanho variado, mas de forma geral é bem 

volumosa (CARREÓN-PALAU et al., 2003). As fêmeas maduras depositam uma 

massa brilhante de 400-600 ovos de cor alaranjada, que pode ser facilmente 

visualizada na vegetação emergente, estruturas e rochas acima do nível da água ao 

longo do ambiente onde estes animais são encontrados (COLER et al., 2005). À 

medida que vão amadurecendo, a cor torna-se mais clara, atingindo uma tonalidade 

esbranquiçada, quando próximo à eclosão. Esta ocorre, geralmente, 15 dias após a 

ovoposição, em uma temperatura média de 25°C (THIENGO, 1995). 

No que concerne a importância ecológica, a espécie P. lineata é útil para o 

avanço das diretrizes de qualidade de água para proteger a biota aquática (DAS; 

KHANGAROT, 2010), exercem um papel importante na “limpeza natural” do leito dos 

rios e outros corpos de água (PAULINI; PAULINI, 1971). Segundo Marques e 

Barbosa (2001), moluscos estão entre os macroinvertebrados bioindicadores uma 

vez que são sensíveis à poluição e variações do habitat. Nos anos 60 surgiram as 

primeiras tentativas de quantificar o grau de poluição levando em conta a incidência 

de uma determinada espécie e sua tolerância à poluição. Também atuam como 

controladores biológicos naturais do Biomphalaria glabrata (Say, 1818) 

(CIMERMAN; CIMERMAN, 2005). É importante destacar ainda que esta espécie 

também possui grande importância na cadeia alimentar, pois serve de alimento para 

peixes, anfíbios, répteis, entre outros animais (PAULINI; PAULINI, 1971), além de 

também servirem como alimento humano (STORER et al., 2003).  

Várias pesquisas também apontaram a importância do gênero Pomacea no 

monitoramento da qualidade de águas no Nordeste do Brasil (COLER et al., 2005). 

Melo et. al. (2000) desenvolveram o P. lineata como um organismo teste de 

toxicidade aguda em emissários de uma fábrica utilizando neonatos, semelhante ao 

trabalho de Melo (2000) que usou a mesma espécie como organismo teste de 

toxicidade em mananciais de água doce e Batalla (1997) que estudou o efeito de 

toxicidade ao herbicida “paraquat” na resistência do caramujo. Outra pesquisa 

utilizando esta espécie foi o de Pessôa et al. (2007) que além de avaliar a toxicidade 

aguda, observou os efeitos citotóxico e espasmolítico tanto no molusco quanto na 

sua desova. 



Houve também efeitos dramáticos na introdução de caramujos, tanto em 

habitats naturais como em áreas agrícolas no Sudeste Asiático, (RAWLINGS et al., 

2007) pois estes animais são considerados como pragas agrícolas em plantações de 

arroz no Oriente (COLER et al., 2005). Os membros de gastrópodes de água doce 

da família Ampullariidae, conhecido como caramujos, tem um histórico 

impressionante de espécies invasoras. Espécies de três gêneros, Pila, Pomacea e 

Marisa, têm demonstrado uma capacidade tenaz para sobreviver e se espalhou 

rapidamente nos habitats de água doce em que tenham sido introduzidas (COWIE, 

1995; HALE, 1964). 

No que se refere aos moluscos, o significativo papel que esses invertebrados 

desempenha(ram) em muitas civilizações está expresso em diversos contextos 

sócioculturais, como religião, mitologia, cerâmica, pintura, escultura, arquitetura, 

literatura e economia (ALVES; SOUZA, 2000; MATOS, 2005; NARANJO- GARCIA, 

1994). Na medicina, o animal inteiro ou os produtos e substâncias dele extraídos 

têm sido utilizados como recursos terapêuticos em diferentes culturas humanas 

desde tempos antigos (COSTA NETO, 2006b). Sobre o uso medicinal do aruá 

(Pomacea sp.), Nomura (1996) relatou na Inglaterra do século XVIII, que o molusco 

era consumido principalmente para dissolver cálculos renais e no Nordeste 

brasileiro, e na Argentina contra a disenteria e quando aplicados como emplastro, 

acredita-se que ajudam na cicatrização de feridas (SANTOS, 1982). Relata-se ainda, 

a aplicação local desse animal para tratar hemorróidas (LAGES; FILHO, 1934).  

Os ovos desse gastrópode também são bastante empregados na medicina, no 

tratamento da luxação dos pés, disenteria e doenças respiratórias. Sua desova é 

utilizada no Nordeste brasileiro como remédio contra as doenças do peito (SANTOS, 

1982) e no preparo de um lambedor que serviria para tratar acessos de tosse 

(LAGES; FILHO, 1934). Registros locais também indicam que na comunidade de 

Várzea da Marituba, baixo São Francisco alagoano, o uso da desova de P. lineata 

para tratar “carnegão” (abscesso) (MARQUES, 1995) e no povoado de Remanso, 

Chapada Diamantina, (COSTA NETO, 2000) e recomendava a desova no 

tratamento de torções, inchaços nos pés e asma. O tratamento para a asma com a 

desova deste molusco também foi estudada por Branch; Silva (1983).  

Entre os animais com um elevado potencial como fonte de alimentos podem 

ser encontrados moluscos do gênero Pomacea, que são ricos em proteínas, hidratos 



de carbono, gordura, glicogênio e aminoácidos essenciais (GUIMARÃES, 1981). 

Este autor também registra que a hemolinfa desse gastrópode é rico em cálcio; por 

conseguinte, poderia receitá-la contra o raquitismo e a baba (muco), tinha o poder 

de cura contra verrugas e manchas de pele, bem como dores de cabeça e acidez 

gástrica. Na indústria, Barboza; Romanelli (2004) em seu estudo concluiram que as 

farinhas de vísceras produzidas a partir dos moluscos Achatina fulica (Bowdich, 

1822) e P. lineata podem ser utilizadas como matérias primas, constituindo-se 

ótimas fontes de nutrientes como proteínas de alto valor biológico, sais minerais e 

vitaminas do complexo B, considerado um ingrediente nutricional importante na 

elaboração de ração para animais domésticos movimentando atualmente um 

crescente mercado. 

 

2.3 Estivação 

 

Os animais usam diversas estratégias adaptativas para suportar o estresse 

ambiental provocado por mudanças sazonais de temperatura, umidade, alimentos e 

disponibilidade de água, salinidade e concentração de oxigênio (HERMES-LIMA; 

ZENTENO-SAVIN, 2002; HERMES-LIMA et al., 2004) ou por eventos imprevisíveis 

(STOREY; STOREY, 2011). O comportamento agregativo (DUNDEE; TIZZARD; 

TRAUB, 1975); a seleção de substratos com níveis adequados de umidade para a 

oviposição, o enterramento desses ovos em cavidades no solo (LEAHY, 1983); a 

formação de espermatóforos (WIKTOR, 1987); constituição distinta das fezes 

usualmente formadas sobre os ovos (RAUT; PANIGRAHI, 1988); a estivação e 

retração da massa cefalopodal no interior da concha (ELWELL; ULMER, 1971; 

RICHARDOT, 1977) são algumas das estratégias que permitem a sobrevivência e o 

sucesso reprodutivo desses organismos, sob condições desfavoráveis de umidade 

(PIERI; JURBERG, 1981) com altas temperaturas e nenhuma oportunidade para a 

reidratação (ARAD, 1993; EMBERTON, 1994). 

A estivação é um fenômeno pouco conhecido, em relação aos seus 

mecanismos fisiológicos, particularmente entre as espécies neotropicais. Alguns 

estudiosos denominam tal capacidade de adaptação como “sono de verão” ou 

dormência na estação seca (STOREY; STOREY, 2012), uma referência ao estado 

de dormência que algumas espécies, tanto de vertebrados como de invertebrados, 
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assumem em resposta às temperaturas ambientais elevadas ou ao perigo de 

desidratação, ou ambos, podendo estar associado com uma depressão metabólica 

profunda (GUPPY; WITHERS, 1999; ROJAS et al., 2000). Adaptações fisiológicas e 

bioquímicas na estivação têm sido estudadas em várias espécies e são 

particularmente bem pesquisadas em peixes pulmonados, sapos, várias espécies de 

caracóis terrestres e também em alguns insetos (STOREY, 2002).  

Segundo Storey (2002) durante a estivação, os moluscos não se alimentam e 

as suas reservas de energia são utilizadas apenas para sustentar o metabolismo 

basal. Conseqüentemente, não há energia disponível para o crescimento. Moreno-

Rueda (2008) mostrou que durante a estivação ocorre perda de peso. Condições 

áridas que restringem a disponibilidade de água e de alimentos são o gatilho comum 

para estivação, quase sempre acompanhado por altas temperaturas do verão. Os 

principais fatores necessários para o sucesso na estivação envolvem água: 

conservação de água do corpo, ajustes para lidar com a restrição de água e, às 

vezes mudança para a manipulação de produtos finais nitrogenados (STOREY; 

STOREY, 2012). 

Forte depressão da taxa metabólica durante a estivação minimiza o uso de 

energia para prolongar o tempo total de sobrevivência, mas isto também significa 

que a síntese e degradação é muito reduzida, de modo que as estratégias de 

preservação são necessárias para estender os seus tempos de vida funcional. Este 

é fornecido por meio de mecanismos, incluindo avançadas defesas antioxidantes, 

estratégias que são componentes bem conhecidos da resposta ao estresse (KÜLTZ, 

2005). A estivação não é necessariamente desencadeada apenas por fatores 

ambientais, pois quando expostos a luz artificial constante, o anfíbio Scaphiopus 

couchii (Baird, 1854) entra em dormência e espontaneamente, deixam de se 

alimentar na fase em que estariam em estivação (PINDER; STOREY; ULTSCH, 

1992).  

Adaptações fisiológicas e comportamentais das mais variadas são encontradas 

na fauna de água doce, com o intuito de resistir às secas intermitentes. Segundo 

Abílio et al. (2007) e Willians (2006) nos gastrópodes o opérculo veda 

completamente a abertura da concha em alguns animais, como no P. lineata; há o 

desenvolvimento de pseudo-brânquias e produção de lamelas vedando a concha, 

como no Biomphalaria straminea (Dunker, 1848); espécies de Melanoides 
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tuberculata (Miffler, 1774) escavam o sedimento e permanecem em estivação. Em 

outros organismos, como os Oligochaeta, eles produzem ovos de dormência, 

enquanto que os ovos são de resistência. Alguns Artrópodes, como os insetos 

também desenvolvem estratégias de sobrevivência, tais como a produção de ovos 

de resistência e a escavação do sedimento, garantindo assim a continuidade da 

espécie após o período de seca. 

 

2.4 Reserva energética 

 

De acordo com a literatura, a umidade também influência aspectos do ciclo de 

vida dos moluscos, tais como, os níveis de carboidratos, de proteínas e de lipídeos. 

Como em todo animal, nos gastrópodes a alimentação é fator primordial para a 

sobrevivência. Sem ela, o animal fica impossibilitado de manter a funcionalidade 

normal de seus órgãos e realizar atividades vitais, tais como espermatogênese, a 

produção e incubação dos ovos, locomoção e batimentos cardíados (COOK, 2001; 

FURTADO; BESSA; CASTANON 2002; D’ÁVILA; BESSA 2005). Nos períodos de 

estivação ocorre a degradação das proteínas em aminoácidos para síntese das 

proteínas essenciais, e em cetoácidos, para a gliconeogênese, mantendo assim as 

concentrações de glicose em níveis vitais (BAYNES; DOMINICZAK, 2000). 

Quando em estivação os moluscos apresentam redução das reservas de 

carboidratos, passando a utilizar outros substratos para a obtenção de energia 

(PINHEIRO, 1996), já que é necessário manter o metabolismo basal (STOREY, 

2002). Lira et al. (2000) observaram que no período de 30 dias em estivação, a 

concentração de proteínas no organismo de Bradybaena similaris (Férussac, 1821), 

caracol nativo da Ásia e bastante encontrado em jardins, mostrou uma tendência a 

decrescer, atingindo valores 70% abaixo do normal, indicando que o molusco estava 

metabolizando proteínas. Ainda em B. similaris, Pinheiro (1996) observou que os 

níveis das reservas de carboidratos reduzem nos períodos de estivação sugerindo a 

utilização de outras fontes energéticas, como proteínas e lipídeos. Estes recursos 

são mobilizados durante os períodos de privação de alimento e/ou estresse 

ambiental (WILLIAMS, 1970). 

Durante períodos prolongados de estivação, os nutrientes armazenados 

anteriormente são metabolizados, sendo o carboidrato, o primeiro destes materiais a 



ser utilizado (ROSSI; SILVA, 1993; DA SILVA; ZANCAN, 1994). Quando este 

metabólito é esgotado, o animal mobiliza reservas lipídicas e, finalmente, as 

proteínas são usadas como último recurso (MATSUZAWA et al. 1991). É importante 

ressaltar que o intenso catabolismo das proteínas relatado por Becker (1993) leva ao 

aumento na produção de ureia na excreção dos caramujos. Maciel (2013) concluiu 

em seu estudo que em P. lineata a metabolização de proteínas é proporcional ao 

período de estivação, para síntese de carboidratos e excreção de ácido úrico, 

garantindo a integridade do aparelho reprodutor e da gametogênese. 

Balan et al. (1993) observaram que os valores de proteínas totais de hemolinfa 

mostraram-se maiores nos moluscos B. tenagophila sem infecção mantidos em 

laboratório, quando comparados com os capturados no campo livres de infecção por 

trematódeos. Acrescentando que esses valores não estão aumentados nos 

caramujos de campo naturalmente parasitados, ou mesmo nos caramujos 

experimentalmente infectados com S. mansoni. Loker; Hertel (1987) evidenciaram 

diferenças na quantidade de proteína total na hemolinfa de B. glabrata, parasitado 

por Echinostoma paraensei, sendo que esse valor aumenta muito nos caramujos 

susceptíveis. Nos exemplares não infectados, o valor protéico foi maior que nos 

exemplares infectados por S. mansoni. Quando se comparou com moluscos 

capturados no campo, os moluscos nascidos e mantidos em laboratório 

apresentaram valores maiores de proteínas na hemolinfa. Tal situação, talvez se 

deva a fatores como alimentação e confinamento (BALAN; MAGALHÃES; 

PIEDRABUENA; 1993). 

 

2.5 Sistema imunológico dos moluscos 

 

2.5.1 Imunidade celular 

 

A imunidade dos gastrópodes é ainda pouco conhecida, em parte porque a 

maioria dos estudos foca em um segmento muito pequeno da diversidade desta 

classe de moluscos. A superfície macia e úmida do corpo dos gastrópodes é 

envolvida por um epitélio ciliado que produz muco, fornecendo uma armadilha física 

inicial e barreira à colonização de patógenos (VIEIRA et al., 2004). O isolamento do 

muco do corpo do caracol A. fulica (Bowdich, 1822), conhecido como gigante 



africano sugere também que o muco proporciona uma barreira química. A produção 

regular e eliminação constante do muco no corpo do animal, provavelmente também 

é vantajoso na limpeza da superfície a qual eles deslizam, protegendo-os de 

agentes patogénicos como bactérias que são estimulados a crescer em biofilmes no 

muco (LOKER, 2010). 

O sistema circulatório dos gastrópodes é aberto, sendo preenchido com células 

de defesa circulantes chamadas hemócitos (anteriormente chamado frequentemente 

amebócitos) que desempenham funções de fagocitose e reações de 

encapsulamento (MATRICON-GONDRAN; LETOCART, 1999). O sistema 

imunológico dos moluscos envolve tanto respostas humorais, incluindo produção de 

espécies reativas de oxigênio (PIPE, 1992), atividade da enzima fenoloxidase, 

secreção antimicrobiana de péptido (MITTA et al., 2000), como várias reações de 

células imunes, altamente especializadas, os hemócitos (SMINIA; VAN DER 

KNAAP, 1987). Na defesa celular, os hemócitos apresentam papel central na 

imunidade inata. São células com morfologia e conteúdo enzimático variáveis, 

diferentes subpopulações, apresentam aderências diferentes e propriedades de 

fagocitose (VAN DER KNAAP; LOKER, 1990; MATRICON-GONDRAN; LETOCART, 

1999). 

A hemolinfa dos gastrópodes normalmente contém hemócitos que não se 

espalham ou se espalham minimamente quando colocados em superfícies artificiais, 

enquanto a maioria das células normalmente espalhadas avidamente, formam 

projeções citoplasmáticas (filopodia ou pseudopodia), e acredita-se ser o 

protagonista na fagocitose e nas respostas de encapsulamento. Hemócitos de 

gastrópodes são caracteristicamente pegajoso e prontamente formam agregados, 

sendo uma tendência a ser mais pronunciada nas espécies marinhas e de água 

doce (LOKER, 2010). 

A maioria dos estudos relataram que os hemócitos circulantes em Biomphalaria 

são compostas por, pelo menos, duas populações celulares, principalmente 

baseadas em características morfológicas e funcionais: hialinócitos (células de 

tamanho menor e sem grânulos) e granulócitos (células de tamanho maior e com 

grânulos) (LO VERDE; GHERSON; RICHARDS, 1982; LIE; JEONG; HEYNEMAN, 

1987; BARRACCO et al, 1993). Recentemente, Cavalcanti et al. (2012) 

caracterizaram os hemócitos circulantes na hemolinfa de B. glabrata e B. straminea 



encontrando subpopulações dos hemócitos já estudados anteriormente: células 

blastlike (este tipo de célula pode ser considerado como células jovens ou 

precursoras de outros hemócitos), granulócitos, hialinócitos tipo I, hialinócitos tipo II 

e hialinócitos tipo III.  

Células do tipo blastlike são os menores tipo celulares encontrado na hemolinfa 

das duas espécies de caracóis, B. glabrata e B. straminea. Este tipo de célula 

também foi descrito na hemolinfa de B. tenagophila (BARRACCO et al., 1993) e no 

molusco bivalve Haliotis tuberculata (Linnaeus, 1758) (TRAVERS et al., 2008). Os 

granulócitos são um tipo de célula que já foi visto na hemolinfa de B. glabrata 

(CHENG; AULD, 1977) e B. tenagophila (BARRACCO et al., 1993). Este tipo de 

célula foi também descrito em outros gastrópodes: Turbo cornutus (Lightfoot, 1786) 

(DONAGHY et al, 2010.) e Lymnaea stagnalis ( Linnaeus , 1758) (RUSSO; 

LAGADIC, 2004). Cheng; Auld (1977) foram os primeiros a relatar a presença de 

hialinócitos na hemolinfa de B. glabrata. Barracco et al. (1993) trabalhou com B. 

tenagophila e caracterizou também os hialinócitos como células de pequeno 

tamanho. No trabalho de Cavalcanti et al. (2012) descobriram que hialinócitos tipo I 

foram o segundo menor e também mais prevalente tipo celular encontrado na 

hemolinfa em B. glabrata e B. straminea. Estes autores também caracterizaram os 

hialinócitos como células de maior capacidade de aderência em relação aos 

granulócitos. 

Após a invasão de bactérias, fungos, vírus ou protozoários, os hemócitos 

rapidamente migram para o local da infecção e, eventualmente, fagocitam e 

destroem os invasores (RUSSO; BREHÉLIN; CARTON, 2001; SILVA et al., 2000). 

Se a concentração de patógenos é muito grande, os hemócitos se agregam e 

formam nódulos a fim de imobilizá-los e de removê-los da circulação (STRAND; 

PECH, 1995). A formação de nódulos é uma reação rápida que demanda uma 

mudança nos hemócitos circulantes, que passam a se comportarem como células 

adesivas aptas a se ligar ao alvo (LAVINE; STRAND, 2002). Também estão 

envolvidos no reconhecimento de corpos estranhos, respostas de encapsulamento, 

fagocitose e reações citotóxicas (MATRICON-GONDRAN; LETOCART, 1999; 

JOHNSTON; YOSHINO, 2001). A fagocitose é um processo de defesa celular 

altamente conservado, constituindo a primeira resposta dos hemócitos a invasão do 



organismo por partículas estranhas em pequenas concentrações (LAVINE; 

STRAND, 2002; STUART; EZEKOWITZ, 2008). 

 

2.5.2 Imunidade humoral 

 

A imunidade humoral inclui espécies reativas de oxigênio, o óxido nítrico (NO-

Nitric Oxide), peptídeos antimicrobianos, fenoloxidase e as cascatas que regulam a 

coagulação e melanização da hemolinfa (LAVINE; STRAND, 2002). O NO é o 

principal mediador citotóxico de células imunes efetoras ativadas e constitui a mais 

importante molécula reguladora do sistema imune (DUSSE et al., 2003; HIBBS JR. 

et al. 1988; MARLETTA et al., 1988). No entanto o NO é potencialmente tóxico. A 

toxicidade se faz presente, particularmente, em situações de estresse oxidativo, 

geração de intermediários do oxigênio e deficiência do sistema antioxidante (DUSSE 

et al., 2003). Funcionando como resposta imunológica no controle de infecções, 

porém devem ser produzidos de forma equilibrada, pois podem afetar as próprias 

células (CASTRO, 2009).  

A fenoloxidase é uma enzima que catalisa a oxidação de compostos fenólicos 

presentes na hemolinfa, o produto final dessa oxidação é a melanina, que participa 

de três importantes processos fisiológicos: esclerotização da cutícula, cicatrização 

de feridas e defesas imunológicas (ASHIDA et al., 1983; BROOKMAN; ROWLEY; 

RATCLIFFE, 1989; MARMARAS et al., 1993; LEE et al, 1999; ROWLEY; 

BROOKMAN; RATCLIFFE, 1990; SILVA et al., 2000). Esta enzima é ativada 

proteoliticamente em resposta a infecções e antes da ativação é chamada de pro-

fenoloxidase (ASHIDA et al., 1983; SILVA et al., 2000). A ativação da cascata de 

pro-fenoloxidase é necessária para o processo de melanização e morte dos 

microorganismos isolados nos nódulos ou cápsulas. Oxidações subseqüentes de 

fenóis pela fenoloxidase levam à produção de quinonas, que são moléculas 

citotóxicas que inativam ou matam grande parte dos patógenos, levando à produção 

de melanina (MA; KANOST, 2000). 

A fenoloxidase é uma enzima bastante ativa e os produtos intermediários de 

sua ativação são tóxicos tanto para os microrganismos invasores como para o 

próprio animal, por isso sua ativação é limitada ao local da ativação, caso contrário 

poderia levar a uma melanização generalizada e letal para o animal (KANOST, 



1999). Esta enzima é fundamental na adesão hemócito-microrganismo. Um grande 

número de inibidores de proteases tem sido identificados na hemolinfa. Além de 

participarem das defesas humorais, esses inibidores inativam muitas proteases que 

são liberadas pelos patógenos invasores (SILVA, 2002). 

Os organismos aprisionados na infecção são destruídos pelo complexo 

enzimático da profenoloxidase, sendo a principal enzima ativada a fenoloxidase 

(KURIHARA; SHIMAZU; WAGO, 1992; STRAND; PECH, 1995; RIBEIRO; SIMÕES; 

BREHÉLIN, 1996). A fenoloxidase constitui um dos mais importantes componentes 

do sistema de defesa, fazendo parte de uma cascata enzimática é ativada pelos 

granulócitos através da exocitose de fatores sinais, acarretando a síntese de 

proteínas que aumentam a adesividade e a produção de quinonas tóxicas resultando 

no processo de melanização que inativa ou destrói o invasor (RATCLIFFE; 

ROWLEY, 1987; SÖDERHÄLL, 1982; RATCLIFFE et al., 1985). 
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Resumo 

 A estivação é um estado de torpor aeróbico que provavelmente é uma estratégia de 

sobrevivência para suportar o estresse ambiental, incluindo a aridez do solo, o calor, ou a 

escassez de alimentos. Quando em estivação os moluscos apresentam redução das reservas de 

carboidratos, passando a utilizar outros substratos, como as proteínas, para a obtenção de 

energia, já que é necessário manter o metabolismo basal. Assim, este trabalho teve o objetivo 

de investigar possíveis alterações no número total de hemócitos, níveis de óxido nítrico, 

atividade da fenoloxidase e também verificar a reserva energética com a dosagem do teor de 

proteínas totais, na hemolinfa do caramujo Pomacea lineata em condições de estivação 



induzida, visando uma melhor compreensão da atividade do sistema imune para sua 

sobrevivência. Os caramujos foram divididos em dois grupos: controle e estivação. Para 

induzi-los à estivação procedeu-se a retirada gradual de água no aquário e abstenção de 

alimento, permanecendo nestas condições por 60 dias. Alíquotas de hemolinfa de 40 

indivíduos foram coletadas para as análises dos dois grupos experimentais. Os resultados 

revelaram que a estivação reduziu os níveis de proteínas totais em cerca de 56,8% e a 

atividade da enzima fenoloxidase em função do tempo, na hemolinfa, contudo o seu sistema 

imunitário foi suprido pela elevação de aproximadamente 45,2% do número de hemócitos e 

níveis de óxido nítrico em 21,2%, o que pode conferir maior chance de sobrevivência, e que a 

atividade da fenoloxidase parece ser dependente da nutrição. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Pomacea lineata, estivação, hemócitos, óxido nítrico, fenoloxidase, 

proteínas totais. 

 

1. Introdução 

 

O caramujo Pomacea lineata (Spix 1827) é um gastrópode pertencente à família 

Ampullaridae cuja distribuição geográfica inclui quase toda a Região Neotropical, na qual 

habita águas de curso lento e estagnadas geralmente habitando águas de curso lento e 

estagnadas (Thiengo 1995; Ruppert; Fox; Barnes 2005). Esse caramujo no nordeste do Brasil 

tem uma posição chave na cadeia alimentar porque serve de alimento para muitos animais, e 

pode ser um recurso valioso para monitoramento da qualidade da água dessa região 

(Fellerhoff 2002; Coler et al., 2005). Além disso, algumas espécies do gênero Pomacea 

apresentam grande potencial no controle biológico dos hospedeiros intermediários do 



Schistosoma mansni (Sambon, 1907), os caramujos Biomphalaria glabrata (Say, 1818), e B. 

straminea (Dunker, 1848) (Guimarães 1981).  

A duração da estação seca pode variar de ano para ano e de região para região, com o 

máximo de 90 dias de chuva durante o ano todo em determinados locais do nordeste brasileiro 

(Silva et al., 2011). Durante a época de estiagem P. lineata se enterra no solo e sobrevive 

graças a sua capacidade de estivação (Lum-Kong; Kenny 1989; Kenneth 2001). A estivação é 

um estado de torpor, sendo uma estratégia de sobrevivência para suportar o estresse 

ambiental, incluindo a aridez do solo, a elevação da temperatura, ou a escassez de água e de 

alimentos, ou os três fatores que estão, via de regra, associados. Entretanto, a literatura relata 

que muitos desses fatores ambientais estressantes reduzem a atividade imunológica no 

molusco marinho Crassostrea gigas (Thunberg, 1793) (Lacoste et al., 2001; Gagnaire et al., 

2006). 

O sistema imunológico dos moluscos envolve tanto respostas humorais, incluindo 

produção de ―espécies reativas de oxigênio‖ (ROS) e óxido nítrico (NO) (Pipe 1992), 

atividade da enzima fenoloxidase e secreção de proteínas antimicrobianas (Mitta et al., 2000), 

como também as reações imunes celulares, realizadas pelos hemócitos, que executam, dentre 

outras funções, o encapsulamento e fagocitose do patógeno (Sminia; Van Der Knaap 1987). 

A resposta imune nos invertebrados tem sido investigada em estudos ecológicos e 

ecotoxicológicos, em parte devido a sua relevância para a saúde e a sobrevivência dos 

indivíduos frente a diversos patógenos (Das; Khangarot 2010, 2011). Nos gastrópodes a 

sobrevivência depende da capacidade de superar a ação imediata do patógeno com a produção 

de ROS e NO produzidos pelos hemócitos para montar respostas distintas para diferentes 

categorias de patógenos, e poder estabelecer respostas secundárias eficazes como a 

melanização, encapsulação e fagocitose (Roger et al., 2008a, 2008b).  



Muitos aspectos da resposta imunológica dos gastrópodes são ainda pouco conhecidos, 

principalmente durante a estivação, em parte devido à maioria dos estudos se concentrarem 

em um segmento muito pequeno (importância econômica na saúde pública) da diversidade 

gastrópode, e em condições ambientais normais (Rosa et al., 2006; Negrão-Correa et al., 

2007; Adema et al., 2010). Assim, este trabalho teve o objetivo de investigar possíveis 

alterações no número de hemócitos, níveis de óxido nítrico, atividade da fenoloxidase e teor 

de proteínas totais no caramujo P. lineata em condições de estivação induzida, visando uma 

melhor compreensão da atividade do sistema imune para sua sobrevivência. 

 

2. Material e métodos 

 

2.1 Caramujos 

 

 P. lineata foram coletados, por conveniência, nos tanques da Estação de Aquicultura 

Continental Johei Koike da Universidade Federal Rural de Pernambuco-UFRPE. Após a 

coleta foram levados ao Laboratório de Histologia do Departamento de Morfologia e 

Fisiologia Animal da UFRPE, onde foram mantidos em aquários de vidro (devidamente 

cobertos com uma tela para evitar a fuga dos animais e o contato com possíveis vetores) de 

dimensões 40x25x60 cm com capacidade para 60 litros de água, mas com metade da 

quantidade de água suportada, temperatura ambiente de 26º ± 1º C, com alimentação ad 

libitum com folhas frescas de alface (Lactuca sativa) previamente higienizadas numa 

proporção de uma folha para cada oito indivíduos.  

 Em cada aquário eram colocados 20 animais. Em dias alternados havia a troca total da 

água dos aquários. Estes animais foram mantidos nestas condições por sessenta dias para 

adaptação as condições de laboratório, e após este período, foram medidos de uma 



extremidade a outra da concha, com auxílio de um paquímetro, e os caramujos que 

apresentavam de 2,5 a 3,0 cm de tamanho e peso de aproximadamente 4,71 ±1,73 gramas, 

foram divididos em dois grupos: controle e estivação, cada um com 60 indivíduos.  

 O grupo controle foi mantido em aquários com cerca de 30 litros de água. Diariamente 

foi observada a sobrevivência, e os animais mortos eram retirados imediatamente do aquário, 

nos dois grupos. O animal era dado como morto quando o opérculo desprendia-se da abertura 

da concha, ou quando a concha era encontrada ―vazia‖ no aquário. Houve uma mortandade de 

cerca de 20% dos animais do grupo controle. 

 

2.2 Indução à estivação 

 

 No grupo estivação, a cada dois dias, cinco litros de água eram retirados do aquário, 

além da redução gradual da quantidade de folhas de alface oferecidas. Após o período de 

aproximadamente 16 dias a água foi totalmente retirada e procedeu-se também a abstenção de 

alimento. Também foi observada a sobrevivência diariamente, e os animais mortos eram 

retirados imediatamente do aquário. A mortandade no grupo estivação foi superior, cerca de 

20% a mais que no grupo controle. A estivação teve duração de sessenta dias. 

 

2.3 Coleta de hemolinfa 

 

 Um total de 40 caramujos (independente do sexo) por grupo foi utilizado para a coleta 

da hemolinfa. Cada caramujo era higienizado com água destilada, em seguida foram 

envolvidos em papel absorvente para secagem. Uma pequena ruptura foi realizada na parte 

posterior a espiralação da concha para coleta de hemolinfa da cavidade pericárdica. Um 

pedaço de papel filtro triangular era colocado nesta abertura para absorção da água ainda 



existente dentro da concha afim de que não ocorresse a contaminação da amostra. Utilizando 

uma agulha de insulina um pequeno corte era dado na cavidade pericárdica e com ajuda de 

uma micropipeta de ponteiras previamente siliconizadas, a hemolinfa foi coletada nas 

proporções para cada análise. 

 

2.4 Análises da hemolinfa 

 

2.4.1 Imunidade celular 

2.4.1.1 Contagem total de hemócitos  

 

 Uma alíquota de 10 L de hemolinfa por indivíduo (n=10) por grupo foi adicionada a 

20 L de solução tampão fosfato de sódio, e colocados em eppendorf de 1 mL. Após a 

mistura, as amostras foram levadas a câmara de Neubauer e o número de hemócitos por 

microlitro de hemolinfa foi determinado.  

 

2.4.2 Imunidade humoral  

2.4.2.1 Dosagem de óxido nítrico 

  

 Alíquotas de 50 L de hemolinfa/caramujo (n=10) por grupo, foram adicionadas a 70 

L de sulfanilamida e mantidas em freezer a -20ºC até sua análise. A produção de óxido 

nítrico foi determinada usando o reagente de Griess (Green et al., 1981), com leitura da 

absorbância realizada em leitora de microplacas (ELx800 - Biotek
®
) com filtro 562nm e do 

programa Gen5 Elisa (Biotek
®
).  

 

2.4.2.2 Atividade da Fenoloxidase  



 

 Amostras de 100L de hemolinfa/caramujo (n=10) por grupo foram diluídas em 

200L de tampão fosfato de sódio a 0,1M e mantidas em freezer a -20ºC até sua utilização. 

Triplicadas de 50L da mistura hemolinfa/tampão foram transferidas para microplacas de 96 

poços. A ativação da fenoloxidase foi realiza pelo uso de 50L L-DOPA (L-

dihidroxifenilalanina) 4g/L (Sigma-Aldrich, St. MO, USA). A absorbância foi obtida em 

leitora de microplacas (ELx800 - Biotek
®

) com filtro 492nm em intervalos de dois minutos, 

durante 2h. A atividade da fenoloxidase foi obtida durante a fase linear da reação nos 20 

minutos iniciais de avaliação (Faraldo et al., 2006).  

 

2.4.2.3 Proteínas totais na hemolinfa 

 

 A concentração de proteínas totais foi obtida em triplicada através do teste de 

Bradford (1976). Alíquotas de 50L de hemolinfa/caramujo (n=10) por grupo foram diluídas 

em 200L de tampão fosfato de sódio a 0,1M e transferidas para microplacas de 96 poços, 

adicionando-se em cada poço 100L de reagente de Bradford. Absorbância foi medida em 

595nm com leitora de microplacas (ELx800 - Biotek
®

) após 15 minutos de incubação em 

temperatura ambiente. A curva padrão de proteína foi determinada utilizando soro albumina 

bovina (BSA). 

 

2.5 Análise estatística 

 Os dados obtidos em todas as análises foram submetidos ao t-teste 5% (p<0,05) de 

probabilidade. 

 

 



3. Resultados 

 

3.1 Peso dos caramujos 

 

Após pesagem dos animais em balança analítica, foi observada uma diminuição 

significativa da massa corpórea de P. lineata estivante (3,29g ± 0,85) em relação aos do grupo 

controle (4,71g ± 1,73) (t18= 1,73, p= 0,0107). 

 

3.2 Resposta imune celular 

3.2.1 Contagem total de hemócitos 

 

 A análise estatística mostrou um aumento de aproximadamente 45,2% do total de 

hemócitos em P. lineata estivantes (6,1 ± 0,43 x 10³ hemócitos por μL de hemolinfa) em 

relação ao grupo controle (4,2 ± 0,43 x 10³ hemócitos por μL de hemolinfa), diferindo 

significativamente entre si (t18= -3,02, p= 0,0073) (Fig. 1). 

 

3.3 Resposta imune humoral 

3.3.1 Dosagem de óxido nítrico 

 

 A hemolinfa dos caramujos apresentou uma produção média de óxido nítrico de 16,56 

± 0,014 e 20,07 ± 0,012 para os grupos controle e estivante, respectivamente (Fig. 2). Foi 

observada diferença significativa entre os tratamentos (t18= -0,32, p= 0,0017), com o 

aumento de cerca de 21,2% da produção deste composto no grupo estivante (Fig. 2). 

 

3.3.2 Atividade de fenoloxidase 



 

 Os caramujos de P. lineata do grupo estivante apresentaram uma atividade da enzima 

fenoloxidase significativamente menor em relação aos caramujos do grupo controle em 

função do tempo (Fig.3). 

 

3.3.3 Proteína total na hemolinfa 

 

 Em relação à dosagem de proteína total na hemolinfa de P. lineata também houve uma 

redução significativa de cerca de 56,8% comparando os grupos estudados (t18=2,24, p= 

0,038). Uma média de 100,12 ± 0,16 µg/mL para o grupo controle, e 56,92 ± 0,11 µg/mL para 

o grupo estivante (Fig. 4).  

 

4. Discussão 

 

 Assim como outros invertebrados, os moluscos são desprovidos de um sistema 

adaptativo com produção de moléculas de reconhecimento altamente específicas (anticorpos e 

receptores) e células de memória como ocorre nos vertebrados. Contudo, seu sistema imune 

possui uma resposta de defesa bastante eficiente que pode garantir o sucesso no combate a 

agentes infecciosos.  Nos gastrópodes, a resposta imunológica está associada a parâmetros de 

defesa celular e humoral. Esta atuação de forma integrada é necessária para proteger os 

moluscos contra infecções e garantir sua homeostase (Vargas-Albores; Barracco, 2001; 

Barracco; Da Silva, 2008). Entretanto a produção de muco pelo corpo do animal também 

coopera como uma barreira física inicial à colonização de patógenos (Vieira et al., 2004). 

 Em situações patológicas, como durante infecções e/ou estresses de origem ambiental, 

o número e o tipo de hemócitos podem ser alterados nos gastrópodes (Simões, 2011). Essas 



alterações puderam ser observadas no número de hemócitos circulantes na hemolinfa de P. 

lineata estivantes, caractererizada por um aumento significativo em relação aos animais do 

grupo controle. Segundo Le Moullac; Haffner (2000) e Perazzolo et al. (2002) valores baixos 

na contagem total de hemócitos resultam em uma maior susceptibilidade a doenças 

infecciosas, e períodos prolongados nessa situação levam a uma depleção do sistema imune, o 

que aumenta o risco de infecções tanto por microrganismos patogênicos como por 

microrganismos oportunistas. Ao contrário, uma maior quantidade de hemócitos presentes na 

circulação confere uma maior resistência a patógenos (Le Moullac et al., 1998). Portanto, para 

um bom funcionamento dos fatores celulares de defesa é importante não só a quantidade de 

hemócitos presentes na circulação, mas também a intensidade de resposta ao primeiro 

estímulo, resultando em uma proliferação adequada para a manutenção de níveis ideais do 

número de hemócitos e grau de ativação das células (Maldonado et al., 2003).  

 Além dos hemócitos circulantes, componentes solúveis da hemolinfa também são 

importantes na defesa dos moluscos contra parasitos (Van Der Knaap; Loker, 1990). Esses 

componentes podem agir diretamente sobre os organismos invasores, por meio de moléculas 

tóxicas e peptídeos líticos; ou, indiretamente, por meio de mediadores do reconhecimento de 

patógenos ou ativadores de hemócitos, como lectinas, lisozima e produtos da ativação do 

sistema profenoloxidase (Cheng; Chorney; Yoshino, 1977; Glinski; Jarosz, 1997; Adema et 

al., 1997; Negrão-Corrêa et al., 2007). 

 A atividade da fenoloxidase foi significativamente menor na hemolinfa dos animais 

mantidos em estivação. Apesar de ter uma diferença no tempo de jejum dos animais expostos 

a estivação, Mattos (2011) obteve achados semelhantes ao nosso. Esse autor padronizou um 

período de coleta de hemolinfa pós-alimentação nos gastrópodes B. tenagophila (linhagens 

Taim e Cabo Frio) transmissores da esquitossomose, expostos ao S. mansoni ou Echinostoma 

paraensei (Rudolphi, 1809), avaliando a atividade do sistema da fenoloxidase. Observou uma 

http://en.wikipedia.org/wiki/Karl_Rudolphi


atividade da enzima maior nos animais com menos tempo de jejum, neste caso com apenas 1 

dia de jejum, e a medida que o tempo de jejum aumentava (chegando a dez dias) a enzima 

ficava menos ativa. Este fato também foi verificado por Garcia et al. (2004) com o barbeiro 

Rhodinus prolixus (Stal, 1859) infectado com Trypanosoma rangeli (Tejera, 1920), onde 

quanto maior o tempo pós-alimentação dos barbeiros, menor era a atividade da enzima 

fenoloxidase. Isto sugere que embora essa enzima participe da defesa humoral nos 

invertebrados, parece ser afetada pela restrição alimentar e não pelas alterações dos fatores 

abióticos durante a estivação, indicando ainda que talvez não seja primordial no processo 

imunológico em P. lineata. 

 Um dos pilares conceituais da imunidade dos gastrópodes é que os hemócitos 

interagem em conjunto com várias categorias diferentes de fatores moleculares de defesa, 

muitos deles circulam na hemolinfa, juntos de forma mais eficaz no reconhecimento e 

desativação de patógenos. Esses fatores, por sua vez, são sintetizados e liberados pelos 

hemócitos (Martin; Oakes; Tousignant, 2007), incluindo as espécies reativas de oxigênio, 

óxido nítrico (NO) e os peptídeos antimicrobianos (AMPs). 

 As funções do NO até hoje descobertas são complexas e antagônicas. Um aspecto 

marcante desta molécula é a sua capacidade de ser benéfica ou potencialmente tóxica 

conforme a concentração ou depuração tecidual (Flora Filho; Zilberstein, 2000). Antagônico 

porque é um importante mensageiro intercelular e também faz parte do arsenal de primeira 

defesa do organismo com poder microbicida. A sinalização do NO é exercida diretamente em 

nível intracelular, sem receptores transmembranosos. Devido à sua penetração intracelular 

sem intermediários membranosos, o organismo utiliza o NO em funções fisiológicas em que é 

necessária uma resposta rápida. 

 Com o papel de defesa em um organismo, o NO atua em concentrações maiores do 

que as de mensageiro, sendo tóxico aos microorganismos invasores. Já foi demonstrado por 



Lowenstein et al. (1993) e Drapier et al. (1988) que o NO tem ação antibactericida, 

antiparasítica e antiviral. Como em nosso experimento P. lineata não estava exposto a 

patógenos, o aumento do NO possivelmente ocorreu devido ao estresse ambiental o qual o 

animal foi exposto, do mesmo modo que aconteceu com o número de hemócitos. Pois, nesta 

condição há o acúmulo de ácidos orgânicos e produtos nitrogenados (NO), oriundos da 

elevada degradação de carboidratos, por meio do metabolismo aeróbico e da degradação de 

proteínas (Moreira et al., 2003). No entanto o NO é potencialmente tóxico, particularmente, 

em situações de estresse oxidativo, geração de intermediários do oxigênio e deficiência do 

sistema antioxidante (Dusse; Vieira, 2003). Assim é importante ressaltar que o intenso 

catabolismo das proteínas leva ao aumento na produção de compostos nitrogenados nos 

caramujos, porém durante a estivação há a conversão em ácido úrico, um produto menos 

tóxico (Becker 1993), isso poderia equilibrar a produção de NO evitando sua toxicidade. 

 Em contrapartida, a dosagem de proteínas totais nos caramujos estivantes foi baixa 

quando comparados aos animais em condições normais. A estivação expõe o animal a um 

estado bastante vulnerável, do ponto de vista metabólico e físico. Durante a estivação, os 

animais reservam o máximo de energia possível, acumulando proteínas e carboidratos para 

suportar o período de estiagem e de inanição, contudo, segundo Storey (2002) estas reservas 

são utilizadas para manter o metabolismo basal do caramujo, garantindo assim sua 

sobrevivência. Provavelmente foi o que ocorreu neste estudo, pois os níveis de proteínas 

totais diminuíram quando iniciada a estivação. Outro ponto também constatado foi a 

diminuição da massa corpórea, uma média de 4,71g ± 1,73 para 3,29g ± 0,85 dos animais 

estivantes. Assim, confirma que durante a estivação não há ganho de peso, pois não há 

energia disponível para o crescimento (Moreno-Rueda, 2008). 

 Lira et al. (2000) observaram que no período de 30 dias em estivação a concentração 

de proteínas no organismo de B. similaris, mostrou uma tendência a decrescer, atingindo 



valores 70% abaixo do normal, indicando que o molusco estava metabolizando proteínas. 

Apesar do período de estivação ser menor que o do nosso estudo (60 dias), este trabalho 

confirma os nossos achados, pois a dosagem de proteínas totais na hemolinfa do P. lineata 

resultou em 100,12 ± 0,16 µg/mL para o grupo controle reduzindo para 56,92 ± 0,11 µg/mL 

no grupo dos estivantes, aproximadamente 57% abaixo do normal. Yusa et al. (2006) também 

observou a redução do peso corpóreo de outra espécie de Pomacea, P. canaliculata em 

períodos de estivação bem superiores chegando até 29 meses. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5. Conclusão 

 

 Embora P. lineata apresente redução da atividade da enzima fenoloxidase, na 

hemolinfa, quando induzidos a estivação, o seu sistema imunitário é compensado pela 

elevação do número de hemócitos e níveis de óxido nítrico, o que pode conferir maior chance 

de sobrevivência. A atividade da fenoloxidase parece ser dependente da nutrição, visto que 

houve também a redução dos níveis de proteínas totais nos caramujos estivantes, o que pode 

influenciar na defesa imunológica. Durante a estivação houve a metabolização de proteínas 

para manter o metabolismo do animal, que por sua vez não ganhou peso. Assim, estudos 

complementares sobre esse aspecto devem ser desenvolvidos para auxiliar a compreensão do 

sistema imune desses caramujos. 
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Figura 1. Contagem total (média ± D.P.) de hemócitos em caramujos Pomacea lineata dos 

grupos controle e estivação (n=10 caramujos/tratamento). Letras diferentes indicam 

diferenças significativas pelo t-teste (α = 0,05, n = 10 caramujos/tratamento). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Dosagem de óxido nítrico (NO) na hemolinfa de caramujos Pomacea lineata dos 

grupos controle e estivação (n= 10 caramujos/tratamento). Letras diferentes indicam 

diferenças significativas pelo t-teste (α = 0,05, n = 10 caramujos/tratamento). 
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Figura 3. Atividade da fenoloxidase [medida de densidade óptica (DO) a 490 nm] na 

hemolinfa de caramujos Pomacea lineata dos grupos controle e estivação como função do 

tempo (n= 10 caramujos/tratamento). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Médias das dosagens de proteínas totais na hemolinfa de caramujos Pomacea 

lineata dos grupos controle e estivação (n= 10 caramujos/tratamento). Letras diferentes 

indicam diferenças significativas pelo t-teste (α = 0,05, n = 10 caramujos/tratamento). 

0

20

40

60

80

100

120

140

Controle Estivante

a

b

P
r
o

te
ín

a
s 

to
ta

is
/m

g
/µ

L
 n

a
 h

e
m

o
li

n
fa


