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Resumo
Heterorhabditis bacteriophora é um nematoide entomopatogénico (NEP), amplamente utilizado no
controle biolégico de numerosos organismos. A espécie de Biomphalaria glabrata sdo os principais
hospedeiros intermediérios de Schistosoma mansoni no Brasil, com isso, este estudo relata a
suscetibilidade de B. glabrata a juvenis infectantes de H. bacteriophora em condigdes experimentais.
Foram formados seis grupos: trés grupos controle e trés grupos infectados, expostos a cargas variaveis
do nematoide por 21 dias. O experimento foi realizado em duplicata, utilizando um total de 240
moluscos. Significativas alteragdes em B. glabrata foram observadas em resposta a infec¢do por H.
bacteriophora, vista pelos pardmetros reprodutivos reduzidos como consequéncia da infeccdo. Os
resultados indicam a ocorréncia de castragdo parasitaria em B. glabrata, devido a deple¢do do
galactogénio no organismo parasitado. Embora, a infeccdo néo tenha causado letalidade na populacao
de moluscos expostos, houve comprometimento do desempenho reprodutivo dos mesmos, sugerindo
sua aplicabilidade em programas no controle bioldgico.
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1. Introducéo

Dentre as doencas parasitarias de importancia em saude publica, a Esquistossomose € aquela
que assume maior importancia, por apresentar areas endémicas em varias regiées do mundo
inclusive no Brasil. Entretanto, para que a mesma possa se estabelecer como uma endemia, €
necessario um conjunto de elementos, sendo a falta de saneamento basico e a presenca de
moluscos dulcicolas, fatores de risco ligadas a sua transmissao [1].

O molusco Biomphalaria glabrata (Say, 1818), estd comumente associado a alta morbidade
da esquistossomose, doenga infecto-parasitaria causada por Schistosoma mansoni [2]. Dessa
maneira, esses moluscos assumem papel de destaque no ecossistema de transmissdo dessa
parasitose, configurando alvos potenciais ao seu controle. Ao longo de anos, esse controle
populacional de moluscos foi marcado pela utilizacdo agentes quimicos, como a niclosamida
[3]. Todavia, esses compostos geram grandes impactos ambientais, apresentando baixa
seletividade, indicios crescentes de resisténcia a tais compostos e impactos ao meio ambiente,
tais como a contaminagao do solo e lengais freaticos [4], [5].

No intuito de substituir essas metodologias com utilizacdo de substancias quimicas que sao
prejudiciais tanto a satde animal quando a humana, torna-se necessario a busca de novas
metodologias visando um controle seletivo e biosustentavel. Dentre elas, 0 uso de nematoides
entomopatogénicos (NEPSs), que segundo alguns autores [6], inicialmente foram utilizados para
0 controle populacional de carrapatos devido sua importancia no impacto econdmico na
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agropecuaria e transmissao de doencas ao homem, no qual com resultados bastante promissores
no controle bioldgico [6].

No entanto, sdo escassas as investigacfes a respeito da patogenicidade de NEPs em
moluscos, limitando o entendimento dessa interface. Assim, o presente trabalho apresenta como
objetivo avaliar o grau de susceptibilidade de B. glabrata a infeccdo por Heterorhabditis
bacteriophora (Poinar, 1976), buscando entender melhor esse sistema de relagdo parasito-
hospedeiro, com foco sobre a biologia reprodutiva do hospedeiro, determinando as alteracGes
em numero total de ovos, eclodibilidade e viabilidade, bem como as altera¢des histopatoldgicas
em Biomphalaria glabrata frente a exposicdo ao NEP Heterorhabditis bacteriophora, como
alternativa no controle da esquistossomose.

2. Materiais e Métodos

2.1. Materiais

Para a realizacdo do estudo foram utilizadas geracGes de B. glabrata mantidas no laboratério
de Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestres Reservatorios (Fiocruz/IOC). Os
nematoides foram doados pelo Laboratério de controle microbiano de carrapatos da UFRRJ.

2.2. Metodologia

Todo o experimento foi conduzido em duplicata utilizando um “n” total de 240 moluscos
[7]. Para a infecgdo, foram utilizadas placas de 24 furos previamente preenchidas com 300
juvenis infectantes e 2500 pL de &gua destilada, seguindo metodologia [8]. Em sequéncia, 0s
moluscos foram separados em seis grupos: 3 grupos controles, formados por moluscos néo
infectados, e trés grupos tratados, consistindo de moluscos que foram expostos ao nematoide.

A dissecagdo e coleta de tecidos para analises histopatologicas foi realizada de acordo com
metodologia [9]. Trés moluscos de cada grupo experimental foram dissecados e transferidos
para fixador Duboscqg-Brasil [10]. Os tecidos foram processados seguindo metodologia [11], e
em seguida, sec¢des de (5 um) foram coradas com hematoxilina-eosina e observadas sob
microscopia de luz. As imagens foram capturadas por camera digital MRc5 AxioCam e
processadas com o software Axiovision.

As analises reprodutivas foram determinadas a partir da remocédo de placas de poliestireno
dos aquarios e o numero de massas e ovos depositados foram contados sob microscopio
estereoscopico em dias alternados até trés semanas apés a infeccdo. Apds a contagem, as placas
foram numeradas individualmente e colocadas em novos aquarios livres. Em seguida, as massas
de ovos foram observadas para a determinacdo de sua eclodibilidade. A viabilidade dos ovos
foi expressa em porcentagem, e o nimero de ovos eclodidos dividido pelo namero de ovos



postos em cada grupo experimental, multiplicado por 100 [12].

3. Resultados e Discusséo

Alteracdes na atividade reprodutiva de B. glabrata frente a exposicdo por H. bacteriophora
foram observadas ao longo das trés semanas de estudo, diferindo significativamente do padrédo
apresentado pelo grupo controle. A infeccdo induziu reducdo no nimero de massas ovigeras
em relacdo a moluscos ndo infectados (18,67+1,68), com os menores valores registrados na
terceira semana de exposicédo (7,75+1,45).

Mesma tendéncia foi observada para o namero total de ovos, com reducéo verificada logo
na primeira semana de estudo (209,3+15,9). Tais valores representam um decréscimo de
56,36%, diferindo dos valores apresentados pelo grupo controle (479,2+14,59). Na segunda
semana de exposi¢éo, a reducédo foi de 54,52%. Enquanto que na terceira semana, a reducéo
oscilou proximo a 58%.

Em relacdo a taxa de eclodibilidade, a exposi¢do por H. bacteriophora também induziu
variagfes importantes, sendo significativamente menor em relacdo a moluscos controle. Na
primeira semana de exposic¢do, o valor médio de eclodibilidade oscilou proximo a 61,42%
(128,02+23,52), representando um decréscimo de 38,75% em relagdo ao namero total de ovos
postos. J& para o grupo controle, a taxa de eclodibilidade oscilou proxima a 95%, com valores
médios de (446,8+25,64) na primeira semana de exposicao; (423,3+10,05) na segunda semana
de infeccdo e (515,8+16,16) na terceira semana de estudo.

Os resultados histopatoldgicos revelaram a presenca do NEP em um corte transversal
proximo a camara palial de B. glabrata, indicando a sua susceptibilidade. Apesar da auséncia
de um infiltrado inflamatério, os resultados apontam para uma altera¢do na reserva funcional
do molusco e a formagdo de ovocitos. Na glandula digestiva a ocorréncia do aumento de areas
interacinares, presenca de material amorfo, expressiva perda do epitélio e ainda vacuolizacdes,
além da perda da caracterizacdo do epitélio cubico. Ja no ovotestis houve um comprometimento
direto, que se fez principalmente na parte feminina do sistema reprodutor hermafrodita pela
diminuicdo de ovocitos e pela propria deformidade apresentada nos resultados histopatolgicos.

A exposicdo resultou em alteracGes significativas na biologia reprodutiva do hospedeiro,
caracterizada pelo decréscimo no nimero de ovos postos, massas ovigeras, bem como na
diminuicdo da taxa de eclodibilidade dos embriGes. Na esfera reprodutiva, o fendmeno da
castracdo parasitaria tem sido comumente mencionado. Esse processo é caracterizado por uma
supressao nos parametros reprodutivos, tendo sua causa associada a dois possiveis mecanismos
[13]: a) direto, quando se observa danos em estruturas gonadais do hospedeiro decorrentes a
acao espoliativa imposta por estadios parasitarios; b) indireto, caracterizado por deplecdo nas
concentracdes de reservas energéticas do organismo parasitado.

Com as alteracdes histologicas somadas ao dano tecidual, foi observado concomitantemente
um comprometimento do status energético do hospedeiro, evidenciado pelo decréscimo nas
quantidades de galactogénio estocados na glandula de albumen, localizada anexa ao sistema
reprodutor, e que é importante para o desenvolvimento inicial do embrido, constituindo o fluido
perivitelinico, que supre toda a demanda utilizada, especialmente na fase inicial do seu
desenvolvimento mitético. Fato este que induz uma série de alterac6es na fisiologia reprodutiva
que foi caracterizada pela queda na postura de ovos, reducdo do numero total de massas



ovigeras e decréscimo na viabilidade embrionaria que foi determinada exatamente por uma
queda na eclodibilidade do mesmo.

4. Conclusdes

A exposicdo experimental ao nematoide H. bacteriophora ocasionou mudancas histologicas
importantes na glandula digestiva e ovotestis de B. glabrata, marcadas pela perda da estrutura
epitelial e comprometimento na reserva funcional. Esses dados, somados as alteragdes na
biologia reprodutiva de molucos expostos nos permite tendenciar um possivel método no
controle biosustentavel da esquistossomose por comprometer diretamente a dindmica
populacional do hospedeiro intermediério.
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