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INTRODUCZEO

Biomphalaria glabrato é hospedeiro intermedidrio de Schistosoma

e

mansoni e sau habitat preferido no Brasil se localiza em zonas sujeitas o sécas pe-

riddicas. Nestas ocasides, como tambdm quando em jejum, o caramujo langa mio

de suas reservas nutritivas para sobreviver,

Brand, McMahon e Nolan (1957), demonstrarain que espécimes

de Biomphalaria glabrata, quando submetidos a. jejum e dessecamentio, tém o teor

de polissacaridzos diminuido progressivamente. Tal dzcréscimo ndo é uniforme en
todos os Srgdos do caramujo, sendo pequeno no pé @ muito acentuado na glindula
digestiva e ovotastis (Magalhdes Neto e Almeida, 1956). Entretanto, os autores
acima citados ndo estudaram as alteragdes metabdlicas de glicosaminogiicanos.
Em 1953, Dmytraczenko, Gleich, Duarte e Bacila determinaram a concentragdo

de carboidratos nzutros em hidrolisados dcidos de partes moles totais de Biompha-

laria glabrata, tendo sido eliminados préviamante os amino agdcares,

Duarte, Fokama, Corréa e Bacila (1944), isolaram dois polissa-
4 b
A
carideos dcidos por precipitagdo com cetavion, Sstes pesquisadores haviam elimi-
nodo o glicosaminoglicano por extrag3o com hidrato de cloral. Motta, Duarte,
4

Cardoss 2 Bacila (1944), estudands o hemolinfz do caramujo ndo encontraram ha-

xaminas livres entre os carboidratos livies isolados, Entretanto, Dmytraczenko,

Duarte 2 Bacila (1944) dzmonstraram que hidrolisados dcidos de partes moles totais

d= Biomphalaria glabrata contém 1,34% de hexosaminas em base séea,

Apesar de numerosas investigag32s no campo da bisquimica de

carboidratos em Biomphalaria glabrata torna=sez necessdrio um estudo detalhado

sobre a distribuigdo 2 compasigdo de glicosaminoglicanos, como um prerequisito
importante nara futuras investigacdes visando esclaracer as citeragdes metabdlicas

de glicosaminoglicano néste caramujo.

Mo intuito de esclarac »r a distribuicdo destas macromoléculas em

tacidos de Biomphalaria glabrata, foram estudadas, n3ste trabalho, as distribuigdes

quantitativas de hexosaminas nos principais Srgdos e glandulas do caramujo. A
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origem quimica destas haxosaminas mecece um estudo em separado com a finalida-

de d2 determinar a composigdo ¢ estrutura quimica dos compostos ricos em amino

agucares.

O térmo glicosaminoglicano & usado no presente trabalho nara
polissacarideos que contém aminoacdcares, de acdrdo com a nomenclatura propos-
ta nor Jeanloz (1940), e o t3rmo hexosaminas significa 2-amino-deoxiagdcares de

acdrdo com Foster e Stacey (1952).

Segundo a prodosicdo 735 da Comissdo Internacional de Momene=
clatura Zooldgica (Bull, Zool. Nomenc!. 1945) utilizamos o nome gendrico Biom-

phalaria glabrata como sindnimo orincinal de Australorbis,



MATERIAL E METODOS

Espécimes de Biomphalaria glabrata, com um didmetro mdximo de

concha de 15 mm, foram coletados de diversos pontos nos arredores de Curitiba,

Parand.

Apds 24 horas de observagdo foram separados os caramujos que
ndo eliminavam cercdrias e submetidos a jejum por 48 horas. Apés o que, os ca-
ramujos foram mortos por imersdo em dgua quente (70 a 759C) por 60 segundos e
seus corpos retirados das conchas. Sémente caramujos que ndo eram portadores de
parasitas foram subsequentemente utilizados. De todos os caramujos foi retirado o
aparélho digestivo. As partes restantes dos corpos, obtidos por ésse procedimento,

foram denominados de "partes moles totais". Por dissecacdo foram obtidas glén-

dulas de albimem, gldndula digestiva, ovotestis, pés, massa cefalopedal eas "par-

tes restantes” da remogdo dos drgdos citados.

As amostras a serem investigadas foram homogenizadas em um ho=-
mogenizador de van-Potter=Elvehjem. Aliquotas de cada extrato foram retiradas
para determinacdo de péso séco. As determina¢des de péso séco foram efetuadas
em cadinho de porcelana a 1059C até péso constante. Os homogenizados foram
submetidos & hidrélise dcida e o tempo Stimo de hidrélise estabelecido com HCI
6N, sob atmosfera inerte de nitrogénio, em tubos de vidro selados e a 1009C, O
excesso de HCI foi removido em evaporador a vdcuo a 36-409C e as hexosaminas
determinadas pelo método de Elson-Morgan meodificado por Boas (1953). Também
foram efetuadas determinagdes de hexosaminas antes da hidrélise deida., Solugdes
padrdo de N-acetil-D-glucosamina, N-acetil-D~galactosamina, D=-glucosamina
e D-galactosamina foram submetidos ao mesmo tratamento. Procedeu-se a separa=
gdo das hexosaminas e N=-acetil-hexosaminas por passagem através de coluna de
resina trocadora de ions Dowex 50W=-X8, 200 a 400 mesh, seguindo o método de
purificagdo sugerido por Boas (1953), as acetil-hexosaminas foram eluidas com
dgua e as hexosaminas com HCl 2N. A determinagdo quantitativa das acetil-
hexosaminas foi realizada pela reagdo de Elson-Morgan modificada por Aminoff,
Morgan e Watkins (1952). A fragdo correspondente ds hexosaminas foi cromatogra-
fada em papel Whatman n® 1 e o cromatograma desenvolvido de maneira descen-

dente usando o seguinte sistema de solvente: piridina - acetato de etila - dgua =
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dcido acético glacial, 5:5:3:1 partes por volume (Fisher, Nebel, 1955). Os cro-
matogramas foram revelados com o reagente de Elson-Morgan (Smith, 1960). As
hexosaminas foram separadas quantitativamente em coluna de 9 x 400 mm, com
resina de ions Dowex SOW-X8, 200 a 400 mesh, de acérdo com a técnica de Gar-
dell (1953) e o volume necessdrio para eluir os amino agicares foi expresso em
térmos de "valor de R-glucosamina” de Crumpton (1958). Este valor corresponde
ao quociente do volume necessdrio para eluir a concentragdo mdxima em uma fra-
¢do (peak=-volume) de um amino agicar pelo volume necessdrio para a glucosa-

ming.

Apds separadas, as hexosaminas foram submetidas & degradagdo
com ninhidrina (Stoffyn e Jeanloz, 1954) e as pentoses obtidas foram cromatogra-
fadas em papel Whatman n? 1, sendo o cromatograma desenvolvido com 1-butabol,
etanol, dgua, 4:1:1 partes por volume. A visuvalizagdo das pantosas foi realizada
com nitrato de prata alcalino (Trevelyan, Procter e Harrison, 1950). Foi feita,
também, eletroforese das amostras, bem como de padrdes de hexosaminasem bora-
to de sédio a 1%, utilizando=sz 17,6 Volis/cm por 3 horas a 189C (Maley e Ma-
ley, 1959).

Uma aliquota do homogenado de partes moles totais foi também
hidrolisado com HpSOy4 1N, por 3 horas, numa proporgdo de 10 mg/2ml e neutra-
lizada com Ba(OH),. O precipitado de BaSOy foi eliminado por centrifugagdo e
o sobrenadante desionizado com resinas trocadoras de ions Dowex 50W=X8, 200 a
400 mesh, forma HY e Amberlite [R-4B, forma OH™, A solugdo desionizada foi
concentrada em evaporador a vdcuo a 35-409C e os carboidratos neutros determi-
nados pelo método da titulacdo iodométrica (Somogyi, 1952). Para as determina-

¢Ses espectrofotométricas utilizou=se um espectrofotdmetro Beckman, modélo DU.



RESULTADOS

A hidrélise dcida de homogenados de-Biomohalaria glabrata mos-

trou que em 3 horas de hidrélise obtdm=se um rendimento mdximo em hexosaminas,
havendo uma destruigdo rarcial apds &ste periodo (figura 1),

Q esnectro de absorcdo do oroduto da reagdo dz Elson-Morgan
com o hidrolisado do homogenado das "partes moles totais" nos comarimentos de
onda compreendidos entre 400 e 600 mu, mosirou asenas um mdxiino de chsorcio
em 53C my, caracteristico do cromdgeno formado na reagdo de Elson-Morgan (fi-
gura 2), demonstrando que as impurezas interferentes foram tddas préviaments eli-

minadas,

As dosagens dz carboidratos nos hidrolisados mostraram que =s

nartes moles totais contdm 11,75g de carboidratos neuiros ¢ 1,34g de hexosami-

nas nor 100y de péso sdco respactivameniz, No material ndo hidrolisado das par-

tes moles totais, ndo foram encontrades hexosaminas livres. Os padr3es de N-ace-

til~D=hexosaminas submetidos 4 hidrélise dcida foram recuverados na forma de he-
xosaminas, Desta forma todos os amino aglcares determinados sdo dados em tErmos
de base livre e exoressos em g% de pdso séco. Os resultados analiticos da distri=-

buigio de hexosaminas em drgdos e tacidos dz Biomphalaria glabraty sio mostrados

na tabela 1. A concentragdo mdxima de hexosaminas (1,467 gS%) foi observada no

pé dos moluscos e a minima (0,35 g%) no ovotestis.

Como pode szr observado no cromatograma da figura 3, o hidro-

lisado de partes moles totais anresenta duas manchas, correspondentes 4 D=gluco-

samina e D=galactosamina. A sesaragdo quantitativa d8stes aminoaglcares em co=
luna da resina trocadora de fons, mastrou duas fracdes distintas de B (figura 4)

tanto nas nartes moles totais como tambdm nos demais Srgdos e tecidos estudadoes.

A degradagio das fragdes A e B nela ninhidrina (fizura £) mostra

como resultado arabbdnose e lixose resacctivamente.,

Na figura 4 pode=-se observar que a fragdo A mosira a concentra=

¢do mixima eluida com 145ml e a fragdo B com 174ml, o que fornece um valor
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R-glucosamina igual a 1,19. Este valor estd de acdrdo com dados experimentais

para D-galactosamina/M~glucosamina.

A oercentagem individual para cada aminoaglear, bem como a

raz3o glucosamina/galactosamino também foram determinados @ estdo expressos na

tabela 1. © 28 e a massa cefalopedal mostram as relagdes glucosamina/galacto-

samina mais baixas, enquanto os outros drgdos as tdm wnsivelmente mais altas,

Tédas as amosiras se comportaram eletrofordticamente de maneira

idéntica aos padrdes de D=glucosamina e D~galactosamina.,

TABELA 1 = Concentragdo 2 distribuigio de hexosaminas em vd=

rios Srgdos de Biomphalaria glabrata.

Srad Hexosaminas | Glucosaming | Balactosaming | Quocienie glu-
rgdos . .
totais ot or+ cosamina/galac-
g%+ 97 gr tosaminz

PS 1,67 G,53 1.14 0.47
Gland
Glandolz 1.29 0.80 0.49 1.43
igestiva
Slandul .
wianeva 1.13 0.53 0.47 1.44
dealbdmem
/\""". -

7853 1.15 0.43 0.47 C.71
cefalonedsl
Qvotestis 0.35 0,22 0,13 1.59
Barte
rarfes 0,24 0.53 0.31 1.71
restantes
%)

artes 1.34 0.75 n.53 1.33
moles
fotais

+ = Os resultados sTo exorassos em g%~

(a74

++ = Ands retirado o aparélho digestivo.

de o550 s3co.
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Fig, 1 = Curva de hidrdlise, com HCl 61, o 1002C, de homogenados das nartes

moles totais de Biomnhazlaria glabrata apdsramogiodoaparélhodigestivo.
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Fig= 2 = Exnectro de absorgdo do produto da reagdo de Elson-Morgan para doter-
minagdo de hexosaminas, usando hidrolisados de partes moles totais puri-

ficndos de Biomphalaria olabrats,
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Fig. 3 = SesaragFo de hexosaminas obtidas dz hidrolisudos purificados das narfes
moles totzis por cromatografia descendente em papel.
1. 2adrio de D (+)-galactoszmina « HCI
2. Amostra
3. 2adrio de 2(+)~-glucosamina » HCI
Sisterna solvente: niridina = acetato de etila-H,O~dcidoacéticn (5:5:3:1)
Revelador: Reativo dz Elson=iorgan
Temno de desenvolvimento: 70 horas

Papel Whatman n® 1
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Fig. 4 = Separagdo quantitativa de hexosaminas obtidas de nartes moles totais, em
coluna de resina frocadora de ions Dowex 50W=X3, 200 a 400 mesh, uti=
lizando HCL 9,3M como elusnte, ~s hexosaminas foram determinadas pe=

la reag3o de Elson=i organ em fragdss de C,5ml de eluente,
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Fig. 5 - Cromatografia descendente em nazel das fragdes A e B (fig, 4) degrada-

das com ninhidrina,
1. Padrio de N(+)=galactosaming=HC!, degradado com ninhidrin

2. Padrio de lixosz
3. Fra¢30 B degradada eom ninhidrina

4, Padrio de orabinose

5. Fragdo A degradada cora ninhidrina

6, Padrdo de D(+)~glucosamina-HCl, degradado com ninhidrina
Sistema solventa: n=-butanol-cianol-HyO (4:1:1

Revelador: Mitrato de prata clealino

Temno de desenvolvimento: 24 horas

Papel: Whatman n? 4,
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nNISCUSSE O

Vdrios métodos histoquimicos s§o conhecidos nara adeterminagdo
de glicosaminoglicanos em tecidos, &stes entretanto ndo distingusm quantitativa=-
menta os vdrios comnonentas destas macromoléculas, O srimeairo a conseguir s2)Ha=
ragSes quantitativas, em microescala, de glicosaminoglicanos em tacidos foi - n-
tononoulos e col. (1954). Como em nosso caso tratava=se de estudar a distribui-
¢Go de aminoaglcaras de todos os compostos que contém hexosaminas, arefzrimos

determinar os aminoagicares diretamente nos hidrolisados dcidos surificados.

Quando se determina quantitativamente o contaldo de hexosa=
minas em tecidos hidrolisados, vdrias dificuldades surgem, ndo sdmente velo cata-
lisador (HY) em si, mas também outras srovenientes da interreagdo entre amino
dcidos e aglcares conforme a reagdo de Aaillard (Sotischalk, 1985). Entretanto,
existem nrocedimentos aelos quais s2 consegue contornar dificuldades encontradas
na determinagdo da hexosaminas em hidrolisados dcidos. Durante a hidrdlise deida
de um nolissacarideo contendo N-acetilhexosaminas, o grusamento MN=-acetil &
cindido e forma=s2 como que um escudo zletrostitico no gruno -NH%L gue forna a
ligacdo glicosidica rasistents & hidrslise dcida sor renulsdo dos ions Kt (Stacay e
Barkar, 1947). Johansan, Aasshall 2 Meaubarger (1942) assinalaram que a veloci=
dada de hidrdlise de ligagdes glicosidicas cresce com o aumenis da tamseratury 2
da concentragdo do dcido. Havendo durante a hidrdlise altas concentragdes de 4=
cido minaral, ocorre destruicdo dz hexosaminas, essecialmente galactosaming, e
um fator exaerimental de corregde deva ser introduzido (Graham 2 Gottschalk,
1940). Por essas razdes, condigdas Stimas dz hidrélise devem ser detarminadas sara
cada tecido e os valorzs mdximos obtidos davem ser considerados como anroxima-
¢Bes dos valoras reais (Sottschalk, 1943). Considerando &sses fatos, submetemos
sadrdes de D-glucosaming e D-galactosamina dsnossas condigdes Stimas de hidré-
lise e obsarvamos que ndo houva destruigdo que =xigisse a introdugdo de um fator
de correcdo. Cuando se hidrolisou a mistura de aminoagicares e sroteinas, 93,46%
dos aminoagicaras foram r2cunerados do hidrolisado. Desta forma resultados ex»e-
rimentais mostraram=se reorodutiveis e arecisos até nara fragdes contendo de 10 a

15 ug de hexosaminas.
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Gardall, Heijhonskjold e Rochnorlund (1950), trataram isolada-
mente hexosaminas corm ninhidrina, convertendo glucosamina em arabinose e ga-
lactosamina em lixos2. Me manaira similar, a converso das fragdes » 2 R 2m nen-
toses, nor degradacdo com ninhidrina (figura 3) mostrou a orasenga de arabinose
a lixosz rasaectivaimente, A obtengdo dostas nentosas confirma arranjos iguais aos
da glicose e galactose nos carbonos 3, 4, 5 2 & das moidculas das hexosaminas
(Kent e Whitchouse, 1955). Esta exseridncia tambdm demonstra que o jruno ami=
no estd no carbono 2; eniretanto, ndo fornece nenhuma informagdo quanto 4 con-
figuragdo do gruno amino no carbono 2 e sugera duas nossibilidadas estruturais sa-
ra cada fragdo isolada, Desta forma a arabinose obtida a »artir da fragdo 4 tanto
pode provir de glucosamina quanto da manosamina e a lixose resultante da fragdo

B pode ter a sua origem na galactosamina ou na talosamina.

Crumnton (1953) damonstrou que quando um amino agdcar & alui=
do de uma coluna de resina trocadora da ions Feo-Karb 223, utilizando-se HCI

0,33N, consarva uma razds constante entre o “s2ak=volume" nec2ssdrio »ara e=

1

luir um amino aglcor e o "aeak=voluma" nacessdrio wara 2luir a glucosamina  da

measma coluna. Esta razdo, chamada de valor _=glucosamina, & indesendante  do
comarimento da coluna, da quantidadz da resina e da normalidad: do deido utili-
zado como. eluente dentro de uma faixa comarecndida 2nire $,25 o 0, 50N, Utili-
zando nrocadimanto similar a razdo entre a fracdo B e a fragdo 4 nos forneceram

um valor R=glucosamina de 1,19; sando que &ste valor & idéntico a0 obtido ex»a-
rimentalimenta com glucosamina e galactosamina @ que estd dz acdrds com os da-
dos de Crumoton (1958). Como a talosamina nossui um valor R-glucosamins  igual
a 1,40 foi excluida a sossibilidade da oresenga daste enimero da galactosamina.
As fragSes & 2 B também mostraram migrag3es ionoforéticas idénticas aos nadrdes
de glucosamina e galactosamina, 2cluindo a manosamina, Pode=se concluir que os

aminoagycaras isolados de Biomoshalaria glabrata sdo glucosamina e galactosamina.

A alta concentragdo de hexosaminas no pé do caramujo pode ser
relacionada com a sresenga de uma gldndula constituida fundamentalmente de cé-
lulas mucosas contendo grénulos haséfilos fortemente 2£S-s0sitivos que entratan=
to ndo anrasentam metacromasia com fioninc ou azul de toluiding, indicativa de

Al

mucooolissacaridzos (%an, 1958). Gottschalk (1953) demonstrou que os prinzi=-

aais constituintes oryinicos das secreg3es mucosas sdo glicosrctainas ¢ aue astas
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sdo as rasponsdvais n2las srooriedades fisicas destas sacragdes. O teor de amino
acdecares € uma das arincinais caracteristicas dastas oroteihas ricas em carboidra-
tos. Como o 23 ndo contdm glucosamina-glucuronoslicano e considerands a afir-
magio de Sottschalk, a arasenca de glicosrotaihas 2ode axolicar o alto teor de

hexosaminas nésia érgdo d= Biomphalaria clabrata. Como o caminho metabdlico de

aminoaglcaras ndst2 caramujo é desconhecido, torna=se dificil d2 explicar a bai-
xa razdo glucosamina/galactosciming obsarvada no 33, 2 contrasts com as deiais

aartzs astudadas,

-

Norfran, Xarkovitz e Cifanalli (1933) @ Slasar = Brown (1957),
demonstraram que na incorporagdo de haxosaminas em solissacarideos intermedid-
rio desta incornoracdo é UL P-hexosamina. Sheilar o colaboradoras (1951) também
demonstraram a incornoragdo dz glucosaming, com carbono marcado em nosigdo 1,
em glicosroteinas sanguinzas, Um outro dado imoortante a sar ressaltado & a eni-

merizacdo dz glucosamina am galactosamina que também se faz sor intermédio de

°

nucletideoagicar @ ocorre em tacidos @ microrganismos, demonstraca por Cardini

e Leloir (1937), NMaley e Maley (1959), Glaser (1959) e Jacobson e Davidson

(1943). Estas observagdes sugeram a nossibilidadz de uma enimerizagdo no carbo=

no 4 como exslicagdo sela alta conceniragds de galactosarina no 2& do caramu-

jo. Nos damais rgdos estudados individualimante, ou szja, gléndula dz albdmen,

glandula digastiva, ovotastis e massa cefalonadal ndo estd claro se as haxosaminas

fazem narte da fracdo de carboidratos de glicosroteinas ou d2 zlicosaminoglica=

nos, mas nas “sartes restantes™ hd evidincia em favor da Gltima hipdtese. Pzn

3

(1933) demonstrou que o oviduto @ a gléndula nidamental, ambos fazando nartz

at

das "saries restantes" do orasente trabalho, contém dois glicosamino=-glucurona-

glicanos, o que astd de acdrdo com rasuitados obtidos nor Duart = colaboradoras

by )

(1954), quz isolaram duas frazdes de nolissacarideos dcidos das sarfas moles totais

da Biomshalaria glabraty, utilizands métodos quz envolviam oracinitagdas com

catavlon,

s dados atuais ndo parmitem maiores conclusdes sdhre a nature=-
za quitmicados noliinaros ricos em glucosamina e galactosamina arosentes nos dife-
rentes Srgdos 2 tocidos estudndos, s2ndo que para tanto tornam=sa nacessdrios 2s-

tudos mais detalhados.

—
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COMCLUSDE

= F»ai constatadn a 2resenca de glucosamina @ galactosamina nos Srgdos e teci-

dos astudndos,

~ £s partns molastotais arresentaram 1,34 g% da hexosaminas totais am n8so s&=

co,

- ! concentragdo mdxima dz hexosaminas totais foi observada no 38 (1,57 5%)

/

@ a concentracdo minima no ovotestis (G,35 g%).

= 0 »¢ oo massa cefalosedal anreszntam o quocien’.’e glucosamind/gslccfoscmi—

na mznor que a unidade, enquanto queos demais Srgdos iem o quocients maior

quz a unidad=z,
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