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I N T R O D U Ç Ã O

Biomphalaria glabrata é hospedeiro intermediário de Schistosoma 

mansoni e seu habitaf preferido no Brasil se localiza em zonas sujeitas a sêcas pe­

riódicas. Nestas ocasiões, como também quando em jejum, o caramujo lança mão 

de suas reservas nutritivas para sobreviver.

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

de Biomphalaria glabrata, quando submetidos a jejum e dessecarnento, têm o teor 

de polissacarideos diminuído progressivamente . Tal decréscimo não é uniforme em 

todos os órgãos do caramujo, sendo pequeno no pé s muito acentuado na glândula 

digestiva e ovotestis (Magalhães Neto e Almeida, 1956). Entretanto, os autores 

acima citados não estudaram as alterações metabólicas c'e glicosaminogiicanos. 

Em 1963, Dmytraczenko, G le ich , Duarte e Bacila determinaram a concentração 

de carboidratos neutros em hidrolisados ácidos a'e partes moles totais de Biompha- 

laria glabrata, tendo sido eliminados previamente os amino açúcares.

Duarte, Fokama, Corrêa e Bacila (1964), isolaram dois polissa-
A

carídeos ácidos por precipitação com cetavlon. Estes pesquisadores haviam elim i­

nado o glicosaminoglicono por extração com hidrato de clo ra l. M otta, Duarte, 

Cardoso e Bacila (1964), estudando a hemolinfa do caramujo não encontraram he- 

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

Duartee Bacila (1964) demonstraram que hidrolisados ácidos de partes moles totais 

de Biomphalaria glabrata contém 1,34% de hexosaminas em base seca.

Apesar de numerosas investigações no campo da bioquímica de 

carboidratos em Biomphalaria glabrata torna-se necessário um estudo detalhado 

sôbre a distribuição e composição de glicosaminogiicanos, como um prerequisito 

importante para futuras investigações visando esclarecer cs alterações metabólicas 

de glicosaminoglicono nêste caramujo.

No intuito de esclarecir q distribuição destas macromolécuias em 

tecidos de Biomphalaria glabrata, foram estudadas, neste trabalho, as distribuições 

quantitativas de hexosaminas nos principais órgãos e glândulas do caramujo. A
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origem químico destas hexosominas mecece um estudo em separado com a finalida­

de de determinar a composição e estrutura química dos compostos ricos em amino 

açúcares.

O  têrmo glicosaminoglicano é usado no presente trabalho para 

polissacarídeos que contêm aminoaçúcares, de acordo com a nomenclatura propos­

ta por Jeanloz (19ó0), e o têrmo hexosnminas significa 2-amino-deaxiaçúcares de 

acordo com Foster e Stacey (1952).

Segundo a proposição 735 da Comissão Internacional de Nomen*»- 

clatura Zoológica (B u ll ./ o o l.  Nomencl. 1965) utilizamos o nome generico 3iom- 

phalaria gfabrata como sinônimo principal de Australorbis,
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M A T E R I A L  E M É T O D O S

Espécimes de Biomphalaria glabrata, com um diâmetro maximo de 

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

Pa rand.

Após 24 horas de observação foram separados os caramujos que 

não eliminavam cercarias e submetidos a jejum por 48 horas. Após o que, os ca ­

ramujos foram mortos por imersão em agua quente (70 a 759C) por 60 segundos e 

seus corpos retirados das conchas. Somente caramujos que não eram portadores de 

parasitas foram subsequentemente utilizados. De todos os caramujos foi retirado o 

aparelho digestivo. As partes restantes dos corpos, obtidos por esse procedimento, 

foram denominados de "partes moles totais". Por dissecação foram obtidas glân­

dulas de albúmem, glândula digestiva, ovotestis, pés, massa cefalopedal eas " par­

tes restantes" da remoção dos órgãos citados.

As amostras a serem investigadas foram homogenizadas em um ho- 

mogenizador de van-Potter-Elvehjem. Alíquotas de cada extrato foram retiradas 

para determinação de peso seco. As determinações de peso seco foram efetuadas 

em cadinho de porcelana a 1059C até peso constante. Os homogenizados foram 

submetidos à hidrólise acida e o  tempo ótimo de hidrólise estabelecido com HCI 

6N , sob atmosfera inerte de nitrogênio, em tubos de vidro selados e a 1009C. O  

excesso de HCI foi removido em evaporador a vãcuo a 36-409C e as hexosaminas 

determinadas pelo método de Elson-Morgan modificado por Boas (1953). Também 

foram efetuadas determinações de hexosaminas antes da hidrólise ac id a . Soluções 

padrão de N-acetil-D-glucosamina, N-acetil-D-galactosamina, D-glucosamina 

e D-galactosamina foram submetidos ao mesmo tratamento. Procedeu-se a separa­

ção 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 

purificação sugerido por Boas (1953), as acetil-hexosaminas foram elufdas com 

agua e as hexosaminas com HCI 2 N . A determinação quantitativa das acetil-  

hexosaminas foi realizada pela reação de Elson-Morgan modificada por Aminoff, 

Morgan e Watkins (1952). A fração correspondente às 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 - agua —
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ácido acético g lac ia l, 5:5:3:1 partes por volume (Fisher, N ebe l, 1955). Os cro- 

mafogramas foram revelados com o reagente de Elson-Morgan (Sm ith, 1960). As 

hexosaminas foram separadas quantitativamente em coluna de 9 x 400 mm, com 

resina de ions Dowex 50W-X8, 200 a 400 mesh, de acordo com a técnica de Gar- 

dell (1953) e o volume necessário para eluir os amino açúcares foi expresso em
a

termos de "valor de R-glucosamina" de Crumpton (1958). Este valor corresponde 

ao quociente do volume necessário para eluir a concentração máxima em uma fra­

ção (peak-volume) de um amino açúcar pelo volume necessário para a glucosa- 

mina.

Apos separadas, as hexosaminas foram submetidas à degradação 

com ninhidrina (Stoffyn e Jean loz , 1954) e as pentoses obtidas foram cromatogra- 

fadas em papel Whatman n? 1, sendo o cromatograma desenvolvido com 1-butabol, 

etanol, água, 4:1:1 partes por volume. A visualização das pentoses foi realizada 

com nitrato de prata alcalino (Trevelyan, Procter e Harrison, 1950). Foi feita, 

também, eletroforese das amostras, bem como de padrões de hexosaminas em bora­

to de sádio a 1% , utilizando-se 17,6 Volts/cm por 3 horas a 18?C (M a ley  e Ma- 

ley, 1959).

Uma alíquota do homogenado de partes moles totais foi também 

hidrolisado com H2SO 4 IN ,  por 3 horas, numa proporção de 10 mg/2ml e neutra­

lizada com Ba (O H )2 * O  precipitado de BaSO^ foi eliminado por centrifugação e 

o sobrenadante desionizado com resinas trocadoras de ions Dowex 50W-X8, 200 a 

400 mesh, forma H+ e Amberlite IR-4B, forma OH"*. A solução desionizada foi 

concentrada em evaporador a vácuo a 35-409C e os carboidratos neutros determi­

nados pelo método da titulação iodométrica (Somogyi, 1952). Para as determina­

ções espectrofotométricas utilizou-se um espectrofotõmetro Beckman, modelo DU.
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R E S U L T A D O S

A hidrólise acida de homogenados cJe Biomphalaria glabrata mos­

trou que em 3 horas de hidrólise obtem-se um rendimento maximo em hexosaminas, 

havendo uma destruição parcial após este per Todo (figura 1 ) .

O  espectro de absorção do produto da reação de Elson-Morgan 

como hidrolisado do homogenado das "partes moles totais" nos comprimentos de 

onda compreendidos entre 400 e óOQ rrya, mostrou apenas um maximo de absorção 

em 53G mjx, característica do cromógeno formado na reação de Elson-Morgan ( f i ­

gura 2), demonstrando que as impurezas interferentes foram todas previamente e l i ­

minadas.

As dosagens de carboidratos nos hidrolisados mostraram que as 

partes moles totais contem 1 1 ,7 5 g de carboidratos neutros e l,3 4 g  de hexosami­

nas por 100g de peso seco respectivamente. No material não hidrolisado das par­

tes moles totais, não foram encontradas hexosaminas livres. Os padrões de N-ace- 

til-O-hexosaminas submetidos ò hidrólise acida foram recuperados na forma de he­

xosaminas. Desta forma todos os amino açucares determinados são dados em termos 

de base livre e exaressos em g %  de peso seco. Os resultados anairticos da distri­

buição de hexosaminas em órgãos e tecidos de Biomphaiaria glabrata são mostrados 

na tabela 1. A concentração máxima de hexosaminas ( l ,ó 7  g % ) foi observada no 

pó dos moluscos e a mm ima (0,35 g % ) no ovotestis.

Como pode ser observado no cromatograma da figura 3, o hidro­

lisado de partes moles totais aoresonta duas manchas, correspondentes à D-gluco- 

samina e D-galactosamina. A separação quantitativa destes aminoaçúcares em co­

luna do resina trocadora de ions, mostrou duas frações distintas A e  B (figura 4) 

tanto nas partes moles totais como também nos demais órgãos e tecidos estudados.

A degradação das frações A  e B pela ninhidrina (figura 5) mostra 

como resultado arabònose e lixose respectivamente.

Na figura 4 pode-se observar que a fração A mostra a concentra­

ção máxima eluicia com 14óml e a fração B com 174.nl, o que fornece um valor
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R-glucosamina igual a 1,19. Este valor esta de acordo com dados experimentais 

para O-galactosamina/D-glucosamina.

A percentagem individual para cada aminoaçúcar, bem como a 

razão glucosarnina/galactosamina também foram determinados e estão expressos na 

tabela 1 . O  pé e a massa cefalopedal mostram as relações glucosamina/galacto­

samina mais baixas, enquanto os outros órgãos as tem sonsivelmente mais altas.

Todas as amostras se comportaram eletroíordticamente de maneira 

idêntica aos padrões de D-glucosamina e O-galactosamina.

TABELA 1 - Concentração e distribuição de hexosaminas em vá ­

rios órgãos de Biornphalaria glabrata.

Orgãos Hexosaminas
totais
g % +

Glucosaminci

g % +

Galactosamina
°/ +g ^

Quociente glu-
cosamina/galac-
tosamina

Pé 1,67 0,53 1.14 0.47

Glândula
Digestiva

1.29 0.30 0.49 1.63

Glândula
dealbúmem 1.15 0.68 0.47 1.44

Ma ssa
cefalopedal 1.15 0.43 0.67 0.71

O  vote st is 0.35 0.22 O • CO 1.69

Partes
restantes

0.34 C.53 0.31 1.71

Partes
moles , ,. ++ totais

1.34 0.75 0.53 1.33

+ - Os resultados são exorossos em g"' de oêso seco. 

++ - Após retirado o aparelho digestivo.
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Fig, 1 - Curva de hidrólise/ com HCI 6N , a IQ09C, de homogenados das partas 

moles totais de Biomphalaria glabrafa após remoça ò do aparelho digestivo.

Fig« 2 ”  Exoectro de absorção do produto da reação de ESsarv-Vorgan para deter­

minação de hexosaminas, usando hidrolisados do partes moles totais puri­

ficados de Biomphalaria glabrata.
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FÍ£j. 3 “  Separação de hexosaminas obtidas de hidrolisados purificados das partes 

moles totais por cromaíografia descendente em papel.

1. Padrão de P(+)-galactosamina . HCI

2. Amostra

3. Padrão de D (+)-g!ucosa mi na » HCI

Sistema solvente: oiridirva - acetato de etila-*HpO-ácidoacético(5:5:3:l) 

Revelador: Reativo de ElsonWv.organ 

Tempo de desenvolvimento: 70 horas 

Pa oel Whatman n? 1
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ml eluidos

Fig. 4 - Separação quantitativa de hexosaminas obtidas c!e partes moies totais, em 

coluna de resina trocadora de ions Dowex 50W-X8, 200 a 400 mesh, uti­

lizando HCL 0 ,3N  como eluente. As hexosaminas foram determinadas pe­

la reação de El son-/••/•organ .om frações do 0,5 mi do eluonte.
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Fig. 5 - Cromatografia descendente em paoel das frações A  e 3 (f ig , 4) degrada­

das com ninhidrina,

1. Padrão de D(+)-galactosam5na-’ríC I, degradado com ninhidrina

2. Padrão de lixose

3. Fração B degradada com ninhidrina

4. Padrão de arabinose

5. Fração A degradada com ninhidrina

6. Padrão de D(+)-glucosamina-HCI, degradado com ninhidrina 

Sistema solvente: n-buíanol-etanoI-i^O (4:1:1)

Revelador: N itrato de prata alcalino 

Tempo de desenvolvimento: 24 horas 

Papel: Whatman n? 4.
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D I > C U r> ) / C

Vários métodos histoquímicos são conhecidos oara a determinação 

de glicosaminogl icanos em tecidos, estes entretanto não distinguem quantitativa­

mente os varios comnonentes destas macromoiécuias. O  primeiro a conseguir sepa­

rações quantitativas, em microescaia, de glicosaminoglicanos em tecidos foi > n- 

tonopoulos e co l. (1964). Como em nosso caso tratava-se de estudar a distribui­

ção de aminoaçúcares de todos os compostos que contêm hexosaminas, preferimos 

determinar os aminoaçucares diretamente nos hidrolisados acidos purificados.

Quando se determina quantitativamente o conteúdo de hexosa­

minas em tecidos hidrolisados, varias dificuldades surgem, não somente pelo cata­

lisador (H +) em si, mas também outras provenientes da interreação entre amino 

acidos e açúcares conforme a reação de M ailiard  (Gottschalk, 1966). Entretanto, 

existem procedimentos oelos quais se consegue contornar dificuldades encontradas 

na determinação de hexosaminas em hidrolisados acidos. Durante a hidrólise acida 

de um oolissacarrdeo contendo N-acotilhexosaminas, o gruoamento N-acetíl e 

cindido e forma-se como que um escudo eletrostatico no grupo -NHg que torna a 

ligação glicosídica resistente à hidrólise acida oor repulsão dos ions H+ (Stacey e 

Sarker, 1960). Johansen, MaBshall e Meuberger (1960) assinalaram que a vefcoci- 

dade de hidrólise de ligações glicosidicas cresce com o aumento da temperatura e 

da concentração do acido, Havendo durante a hidrólise altas concentrações de a ­

cido mineral, ocorre destruição de hexosaminas, especialmente galactosamina, e 

um fator experimental de correção deve ser introduzido (Graham e Gottschalk, 

1960). °or essas razões, condições ótimas de hidrólise dovern ser determinadas para 

cada tecido e os valores máximos obtidos devem ser considerados como aoroxima- 

ções dos valores regis (Gottschalk, 1963). Considerando esses fatos, submetemos 

padrões de O-glucosamina e O-galactosamina às nossas condições ótimas de hidró­

lise e observamos que não houve destruição que exigisse a introdução de um fator 

de correção. Cuando se hidrolisou a mistura de aminoaçúcares e proteínas, 93 ,6%  

dos aminoaçúcares foram recuperados do hidrolisado. Desta forma resultados expe­

rimentais mostraram-se reprodufiVeis e precisos até para frações contendo de 10 a 

15jug de hexosaminas.
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G ard e ll, Heijbonskjold o Rochnorluod (1950), trataram isolada­

mente hexosaminas com ninhidrina, convertendo glucosamina em arabinose e ga­

lactosamina em lixose. G e  maneira similar, a conversão das frações A o B em pen­

toses, oor degradação com ninhidrina (figura 5) mostrou a presença de arabinose 

e lixose resoectivamente. A obtenção destas oen toses confirma arranjos iguais aos 

da glicose e galactose nos carbonos 3, 4, 5 o 6 das moléculas das hexosaminas 

(Kent e Whitehouse, 1955)• Esta exoeriência também demonstra que o grupo ami­

no esta no carbono 2; entretanto, não fornece nenhuma informação quanto à con­

figuração do gruoo amino no carbono 2 e sugere duas possibilidades estruturais oa- 

ra cada fração isolada, P>esta forma a arabinose obtida a partir da fração A tanto 

pode provir de glucosamina quanto da manosamina e a lixose resultante da fração 

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

Crumoton (1953) demonstrou que quando um amino açúcar é eiuP- 

do de uma coluna de resina trocadora de ions 7eo-Karb 225, utilizando-se HCI 

0, 33N , conserva uma razão constante entre o ” oeak-volume” necessário oara e~ 

luir um amino açúcar e o "peak-volume11 necessário para eluir a glucosamina da 

mesma coluna. Esta razão, chamada de valor '^-glucosamina, é independente do 

comorimento da coluna, da quantidade da resina e da normalidade do acido u tili­

zado como.eluente dentro de uma faixa compreendida entre 0,25 a Q,õON. U t i l i ­

zando orocedimento símilèr a razão entre a fração B e a fração A nos forneceram 

um valor ^-glucosamina de 1,19; sendo que este valor é idêntico ao obtido expe­

rimentalmente com glucosamina e galactosamina a que estd de acordo com os da­

dos de Crumpton (1953). Como a talosamina possui um valor 3-glucosamina igual 

a 1,60 foi excluída a possibilidade da presença deste Gprime.ro da galactosamina. 

As frações-A e B também mostraram migrações ionoforéticas idênticas aos padrões 

de glucosamina e galactosamina, ecluindo a manosamina. Pode-se concluir que os 

aminoaçúcares isolados de Biomphalaria glabrata são glucosamina e galactosamina.

A alta concentração de hexosaminas no pé do caramujo pode ser 

relacionada com a eresença de uma glândula constituTda fundamentalmente de cé ­

lulas mucosas contendo grânulos basófilos fortemente PAS-oositivos que entretan­

to não anresentam rnetacromasia com tionina ou azu! de toluidina, indicativa de 

mucooolíssacaricbos ( °a n , 1953). Gottschalk (1963) demonstrou que os princi- 

oais constituintes orgânicos das secreções mucosas são glicoorotomas e que estas
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soo as responsáveis pelas orooriedades físicas destas secreções. O  teor de amino 

açucares o uma das orinci oais caracterrsticas destas proteínas ricas em carboidra- 

tos. Como o oe nâo contdm glucosamina-glucuronoglicano e considerando a a fir ­

mação de Oottschalk, a oresença de glicooroteíhas oode explicar o alto teor de 

hexosaminas neste órgão de Biornphalaria clabrata. Como o caminho metabólico de 

aminoaçucares neste caramujo é desconhecido, torna-se d ifíc il de explicar a bai­

xa razão glucosamina/galactosamina observada no pé, em contraste com as dernais 

oartes estudadas.

Dorfman, Markovitz e Cifonolli (1933) e Glaser e Brown (19õ7), 

demonstraram que na incorporação de hexosaminas em poiíssacarídeos intermediá­

rio desta íncornoração e UCP-hexosamina. Shetlar o colaboradores (1961) também 

demonstraram a incorporação de glucosamina, com carbono marcado em posição 1 , 

em glicoerotemas sanguíneas. Um outro dado imoortante a ser ressaltado é a eoi- 

»merização de glucosamina em galactosarnina que também se faz por intermédio de 

nucletrdeoaçucar o ocorre em tecidos e microrganismos, demonstrada por Cardini 

e Leloir (1957), A/aley e M aley (1959), G laser (1959) e Jacobson e Davidson 

(1963). Estas observações sugerem a possibilidade de uma epimerização no carbo­

no 4 como explicação pela alta concentração de galactosarnina no pé do caramu­

jo. Nos demais órgãos estudados individualmente, ou seja, glândula de albumem, 

glândula digestiva, ovofestis e massa cefalopeda! não esta claro se as hexosaminas 

fazem oarte da froxção de carboidratos de giicooroteFnas ou de gücosaminoglica- 

nos, mas nas “ martes restantes11 ha evidencia em favor da ultima hipótese. ?an

(1953) demonstrou que o oviduto e a glândula nidameníai, ambos fazendo parte, 

das "partes restantes” do presente trabalho, contém dois g!icosamino-glucurono- 

glicanos, o que esta de acordo com resultados obtidos por Duarte o colaboradores

(1954), que isolaram duas frações de poiissacarrdeos acidas das partes moles totais 

de Biornphalaria glabrata, utilizando métodos que envolviam orecioitaçõos com 

cetavlon.

Os dados atuais não permitem maiores conclusões sobro a nature­

za quimica dos polímeros ricos ern glucosamina e galactosarnina presentes nos d ife­

rentes órgãos o tecidos estudados, sendo que para tanto tornam-se necessários es­

tudos mais detalhados.



C O  N  C L U 3 C í: >

1 - Foi constatado a orosença do glucosamina e gala ciosa mina nos orgaos e tec i­

dos estudados.

2 - As partos moles totais apresentaram 1,34 g %  de hexosaminas totais em osso se­

co,

3 - /' concentração maxima de hexosaminas totais foi observada no pe (1 ,67 g% )

e a concentração mínima no ovotestis (0,36 g % ),

4 - 0  oo o a massa cefalopeda! apresentam o quociente glucosamina/galacfosami- 

na menor que a unidade, enquanto que.os demais orgaos tem o quociente maior 

que a unidade.
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