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Resumo: Caramujos do género Biomphalaria séo hospedeiros do parasito Schsitosoma mansoni, bem
como, bioindicadores de qualidade ambiental. Esses caramujos usam carboidratos como fonte
primaria de energia e aminoacidos na sintese de “novo” de glicose, pela gliconeogénese. A
concentracdo do Ca2* exdgeno afeta o metabolismo energético dos caramujos. Este estudo avaliou o
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uso de uma via metabdlica alternativa por Biomphalaria tenagophila e B. glabrata expostas a 20, 40,
60, 80 e 100 mg/L de CaCO,, por 30 dias, a partir das concentragdes de proteina totais, ureia, acido
urico e creatinina, obtidas utilizando espectrofotometro. Para cada grupo, foram utilizados quinze
caramujos, dos quais foram obtidos amostras compostas de hemolinfa. De maneira geral, houve
aumento de proteinas totais e reducdo de ureia, em ambas as espécies, expostas as maiores
concentragdes de CaCO,;, comparado ao controle. O acido Urico também aumentou para as duas
espécies nas maiores concentragdes de CaCO;. Maiores valores de creatinina foram observados em B.
tenagophila e B. glabrata expostas, respectivamente, a 20 e 40 mg CaCO,. O uso de proteinas como
substrato energético foi observado principalmente na exposicdo a 20 mg de CaCO,, além de
particularidades na regulacdo de mecanismos fisiolégicos pelas espécies como hospedeiras de S.
mansoni.

Palavras-chave: Carbonato de calcio, produtos

nitrogenados, vias metabdlicas alternativas.

moluscos hospedeiros da esquistossomose,

THE EXOGENOUS CALCIUM AS A BIOMARKER OF THE USE OF ALTERNATIVE METABOLIC VIA BY
B1oMPHALARIA sPp (MoLLuscA, PLANORBIDAE)

Abstract: Snails of the genus Biomphalaria are hosts of the parasite Schistosoma mansoni, as well as
bioindicators of environmental quality. These snails use carbohydrates as the primary source of
energy and amino acids in the "new" synthesis of glucose by gluconeogenesis. The concentration of
exogenous Ca?* affects the energetic metabolism of these snails. This study evaluated the use of an
alternative metabolic pathway by Biomphalaria tenagophila and B. glabrata exposed to 20, 40, 60, 80
and 100 mg/L CaCO, for 30 days. From each group, samples of hemolymph of fifteen snails from
each group were used assess the level of total protein, urea, uric acid and creatinine by
spectrophotometry. In general, there was an increase of total proteins and reduction of urea, in both
species, exposed to the higher concentrations of CaCO,, when compared to the control. Uric acid also
increased for both species in the highest concentrations of CaCO,. Higher creatinine values were
observed in B. tenagophila and B. glabrata exposed, respectively, to 20 and 40 mg CaCO,. The use of
proteins as energetic substrate was observed mainly in the exposure to 20 mg of CaCO,, besides
particularities in the regulation of physiological mechanisms were observed in these hosts of S.
mansoni.

Keywords: Calcium carbonate, host snails for schistosomiasis, nitrogenated products, alternative
metabolic pathways.

Esmat, 2013). Esta doenca tem prevaléncia
elevada, sgndo al’gamente debilitante, com ocor-
réncia na Africa, Asia e América do Sul (Gray et
al.,, 2010; World Health Organization, 2012).
Nessas regides, a infeccao e re-infecgdo se man-
tém, em pessoas que vivem em condigGes
precarias de higiene, saneamento insatisfatdrias

INTRODUCAO

Os caramujos do género Biomphalaria
sdo importantes hospedeiros intermediarios no
ciclo do parasito trematddeo Schistosoma

mansoni (Sambon, 1907), agente etioldgico
da esquistossomose mansonica (Lardans &
Dissous, 1998). No Brasil, a manutencao do
ciclo deste parasito estd condicionada a pre-
senca de caramujos das espécies Biomphalaria
glabrata (Say, 1818), Biomphalaria te-
nagophila (Orbigny, 1835) e B. straminea
(Dunker, 1848) (Paraense, 2001), em ambien-
tes dulcicolas.

A esquistossomose é uma doenga
infecciosa negligenciada, que ocorre em
regides tropicais e subtropicais (Elbaz &
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ou ausentes, e onde a exposicdo a fontes de agua
contaminadas é inevitavel (Elbaz & Esmat, 2013),
bem como, a ocorréncia da esquistossomose
estando relacionada com a distribuicdo dos
caramujos hospedeiros intermediarios (Scholte et
al., 2012).

Para o controle dos caramujos Biomphalaria
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomen-
da a niclosamida, comercialmente denominada
Bayluscide®. Este agente moluscicida é eficaz em
todas as fases de desenvolvimento do caramujo,
ou seja, embrides, recém-eclodidos e caramujos

62



adultos. Entretanto, apresenta toxicidade a outros
animais aquaticos e plantas, baixa solubilidade,
tanto em solventes orgénicos quanto em agua e,
ainda, possui alto custo (King & Bertsch, 2015).

Nesse sentido, as buscas para o controle da
esquistossomose continuam, seja, através de
estudos envolvendo o caramujo hospedeiro
(Pinheiro et al., 2009; Tunholi et al., 2010) ou da
interagao parasito-hospedeiro (Becker, 1980). O
parasitismo intramolusco provoca desequilibrio
metabdlico, especialmente em suas reservas
glicidicas. Os gastropodes pulmonados tém seu
metabolismo energético baseado em carboidra-
tos, os quais sdao armazenados sob a forma de
polissacarideos (Joosse, 1988). Uma vez exauri-
dos os depdsitos de carboidratos, que resulta a
um estado de inanigdo, seu equilibrio metabdlico
tenta ser restabelecido por meio da me-
tabolizacdo de proteinas e aminoacidos (Becker,
1980; Pinheiro et al., 2009). Nessas condigbes
metabolicas, os aminoacidos podem ser utilizados
para a sintese de “novo” de glicose, pela gli-
coneogénese (Nelson & Cox, 2011).

A utilizagdo de proteinas como substrato,
na gliconeogénese, eleva as concentragdes he-
molinfaticas de ureia, acido Urico e amonia, que
sao seus produtos nitrogenados de excrecao
(Pinheiro et al., 2009). Em invertebrados, a
creatinina surge como produto intermedidrio do
ciclo da ureia ou do catabolismo do fosfato de
creatina (Allen et al., 2011; Hiong et al., 2005).

Os substratos para producdo de energia,
utilizando via aerdbia ou anaerdbia por caramujos
gastrépodes, sdo dependentes das condigdes do
habitat (Livingstone & de Zwaan, 1983), tendo
influéncia a hidrografia, temperatura, pH, con-
centracdes de compostos organicos e inorganicos
(Barbosa & Barbosa, 1994). O ion calcio é um
composto inorganico descrito como fator li-
mitante na distribuicdo e adaptacdo desses ani-
mais no ambiente, além de apresentar
importancia em varios aspectos fisioldgicos e
metabolicos (Becker, 1980). Em processos me-
tabdlicos atua como solugdo tampdo na
hemolinfa. Por exemplo, ocorre mobilizacdo de
carbonato de calcio, excretados ou metabolizados
na concha para hemolinfa em resposta a
liberacdo de Aacidos organicos que podem ser
toxicos para o caramujo (Becker, 1980; Davies &
Erasmus, 1984; Liebsch & Becker, 1990).

No epitélio intestinal e cutdaneo dos
moluscos o cdlcio é absorvido passivamente,
quando concentragdes no ambiente estda em nivel
de 80 mg/L (Greenaway, 1971). Em locais onde
o cdlcio é limitado a menos de 50 mg/L, o
transporte epitelial desse ion ocorre com gasto de
energia, e os moluscos tem respiragao cutédnea
aumentada e diminuicdo na motilidade (Da-
lesman et al., 2011).

O conhecimento da influéncia do célcio no
metabolismo energético dos caramujos do género
Biomphalaria podera auxiliar no desenvolvimento
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de novos compostos com propriedades mo-
luscicidas. Nessa perspectiva, o objetivo deste
estudo foi avaliar a influéncia de diferentes
concentragdes de CaCO, nas concentragdes de
proteina totais, ureia, acido Urico e creatinina,
na hemolinfa de B. tenagophila e B. glabrata.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados caramujos das espécies
B. glabrata, cepa pigmentada de Belo Horizon-
te/MG e B. tenagophila, cepa de Joinville/SC,
procedentes do Laboratério de Malacologia do
Instituto de Patologia Tropical e Salude Publica.
Os animais foram mantidos em aquarios de
polietileno, contendo 8 L de agua filtrada e
desclorada, pH neutro a alcalino e temperatura
250C (£ 1°C). Os aquarios foram monitorados
diariamente e higienizados uma vez por
semana. Os caramujos foram alimentados ad
libitum, com folhas frescas de alface (Lactuca
sativa L.), previamente higienizada em &gua
corrente. Este trabalho foi submetido e
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais CEUA-PRPPG-UFG, com protocolo n.
083/12.

COMPOSICAO DOS GRUPOS DE ESTUDO

Para a realizacdo deste estudo, foram
utilizados 120 exemplares para cada espécie.
Os caramujos foram expostos as diferentes
concentragdes de CaCO, (20, 40, 60, 80 e 100
mg/L), por 30 dias.

Os caramujos foram retirados dos
aquarios de manutencdo aleatoriamente, al-
ternando entre individuos presentes na su-
perficie e fundo do aquario. Na sequéncia
foram acondicionadas em caixas plasticas
contendo solucbes (agua filtrada e desclorada
+ CaCoO,) nas concentragdes 20, 40, 60, 80 e
100 mg/L de CaCO,. Em cada caixa devi-
damente identificada com o respectivo tra-
tamento, o volume final da solugao foi de 4 L.
Semanalmente, as caixas eram lavadas e as
concentragdes de CaCO, renovadas. O grupo
controle contou com caramujos alocados
apenas em agua filtrada e desclorada (agua
fornecida pela Companhia Saneamento de
Goias S. A. - SANEAGO, armazenada em caixa
d’agua com capacidade para 1000 L no
ambiente interno do laboratério de mala-
cologia, para promover a decantacdo de
cloro), no mesmo volume das solugdes de
CaCo,.

EXTRACAO DA HEMOLINFA
As conchas dos caramujos foram hi-

gienizadas e secas com papel absorvente para
a extracdo da hemolinfa. Em seguida uma




agulha 0,7x25 (tipo 22G 1) acoplada a uma
seringa de 1 mL, foi introduzida na cavidade
pericérdica de cada individuo para a retirada
da hemolinfa. Esta etapa foi realizada sob um
microscopio estereoscopico Zeiss STEMI DV4.
A hemolinfa coletada foi acondicionada em
microtubos de 1 mL e mantidas em gelo. Para
cada grupo, foram sacrificados 15 caramujos
com 30 dias de exposicdo ao CaCO,. Foram
obtidas amostras compostas de hemolinfa,
devido a pequena quantidade de amostra
obtida por caramujo. Cada amostra continha
hemolinfa de 5 individuos do mesmo grupo
experimental. Os moluscos colocados a mais
nas caixas experimentais foram mantidos por
trinta dias em uma caixa contendo agua
filtrada e desclorada, posteriormente devolvi-
dos aos aquarios de manutencao.

DOSAGEM DA CONCENTRAGAO DE PROTEINAS
TOTAIS, UREIA, ACIDO URICO E CREATININA

As concentracbes de proteinas totais,
ureia e acido urico foram obtidas utilizando
kits especificos da marca LABTEST®. Para a
dosagem da creatinina utilizou-se o kit da
marca DOLES®, método Jaffé modificado
(Henry, 1996). Todos os materiais analisados
foram lidos em espectrofotometro (BIO 2000
©), da marca BIOPLUS®, em 545 nm.

ANALISE DE DADOS

Para avaliar se existem diferengas nas
concentragdes dos produtos do metabolismo
de acordo com o tipo de tratamento, foi
utilizada uma analise de varidncia fatorial
(Anova). Cada réplica foi composta pela quan-
tidade de proteinas totais, ureia, acido Urico e
creatinina extraidos para cinco individuos sub-
metidos a mesma dosagem de CaCO,. Essa
estratégia foi adotada devido a baixa quanti-
dade de hemolinfa extraida dos caramujos,

que impossibilitou o uso de cada individuo como
uma réplica. Porém a selecdo dos individuos foi
realizada de forma aleatdéria dentro de cada
tratamento. Nessa anadlise, a concentracdo de
proteinas, ureia, acido Urico e creatinina foram
consideradas como as variaveis respostas quanti-
tativas enquanto o tipo de tratamento como o
preditor categorico. A Anova foi realizada separa-
damente de acordo com o tipo de produto do
metabolismo e espécie avaliada. Dessa forma, o
valor de significancia foi estabelecido de acordo
com critério de Bonferroni para multiplos testes
(a / nimero de testes, ver Legendre & Legendre,
1998), sendo considerados significativos valores
de P < 0,01. Nas situagdes em que os resultados
da Anova foram significativos, foi realizado o
teste de Tukey para verificar entre quais trata-
mentos essas diferengas ocorrem. Todos os tes-
tes foram realizados no programa R (Core Team
R, 2016) através das fungdes “aov” e “TukeyHSD"”
do pacote Vegan (Oksanen et al., 2017).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentragdes de proteinas totais, ureia,
acido Urico e creatinina diferem entre os trata-
mentos para as duas espécies avaliadas (Tab. 1).
Para B. tenagophila, em média, a concentracao
de proteinas totais aumentou nos caramujos ex-
postos a 40 e 80 mg de CaCO; (Fig. 1); a de
ureia em 20 mg e 40 mg (Fig. 2); a de acido
urico em 100 mg (Fig. 3) e a de creatinina em 20
mg e 80 mg de CaCO,, todas as comparagbes em
relacdo ao controle (Fig. 4). Em B. glabrata, as
maiores concentracdes de proteina totais foram
observadas nas exposicdoes a 60 mg, 80 mg e 100
mg de CaCO; (Fig. 1); ureia no grupo controle
(Fig. 2); acido urico em 80 mg e creatinina em
40 mg de CaCO, (Fig. 4), todas as comparagdes
em relagdo ao controle.

Tab. 1. Valores de F e P para a analise de varidncia de acordo com o tipo de produto do metabolismo
e espécie avaliada. Aqui foram considerados significativos valores de P < 0,01 seguindo o critério
Bonferroni para multiplos testes (ver detalhes nos métodos). Em todas as Anovas, o grau de
liberdade do tratamento foi igual a 5 e o grau de liberdade do residuo igual a 12. SQ = soma dos
quadrados; QM = quadrado médio.

Produto Biomphalaria tenagophila Biomphalaria glabrata
SQ QM F P SQ QM F P
Proteinas 2,1 0,4 31,1 <0,001 52,5 10,5 14,8 <0,001
Ureia 452 90 149,8 <0,001 369 73 102,3 <0,001
Acido Urico 23 4,6 118,4 <0,001 9,6 1,9 27,0 <0,001
Creatinina 0,6 0,1 102,2 <0,001 0,3 0,06 102,5 <0,001
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Fig. 1. Média e intervalos de confianca (95%) para as concentracoes de proteinas, nas espécies
Biomphalaria tenagophila (BT) e Biomphalaria glabrata (BG) expostas a diferentes concentracdes de

CaCO,. As comparagdes indicam entre quais tratamentos foram encontradas diferencas significativas
para o teste de Tukey (P < 0,05).
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BT 0x20,0x40;20x40,20 x60,20 x80,20x100;40x60,40 x80;
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Fig. 2. Média e intervalos de confianca (95%) para as concentracdes de ureia nas espécies
Biomphalaria tenagophila (BT) e Biomphalaria glabrata (BG) expostas a diferentes concentracdes de
CaCO,. As comparagdes indicam entre quais tratamentos foram encontradas diferencas significativas
para o teste de Tukey (P < 0,05).
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Fig. 3. Média e intervalos de confianga (95%) para as concentracdes de acido Urico nas espécies
Biomphalaria tenagophila (BT) e Biomphalaria glabrata (BG) expostas a diferentes concentracdes de
CaCO;. As comparagdes indicam entre quais tratamentos foram encontradas diferencgas significativas
para o teste de Tukey (P < 0,05).
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Fig. 4. Média e intervalos de confianca (95%) para as concentracGes de creatinina nas espécies
Biomphalaria tenagophila (BT) e Biomphalaria glabrata (BG) expostas a diferentes concentracdes de
CaCO;. As comparagdes indicam entre quais tratamentos foram encontradas diferencgas significativas
para o teste de Tukey (P < 0,05).
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Para B. tenagophila, nas comparacdes
entre concentragbes de CaCO,, houve aumento
de proteinas totais nas exposicGes a 40 e 80 mg
comparadas a 20 mg; enquanto, nas compara-
¢Oes entre 60 e 100 mg x 40 mg, 80 x 60 mg, e
100 x 80 mg a concentracdo de proteinas totais
diminui nas exposigdes as menores concentra-
cbes de CaCO;. Em B. glabrata, as comparagbes
entre concentragdes de CaCO;, 80 x 20, 60 e 80
x 40 mg apontaram para aumento nas concen-
tracdes de proteinas totais na hemolinfa dos
caramujos a maiores concentragdes de CaCO,.

Na comparacdo entre espécies, observou-
se que a exposicdo de B. tenagophila ao CaCO,
resultou em menores valores de proteinas totais
e maiores valores de ureia, acido Urico e
creatinina (Fig. 1, 2, 3 e 4).

O déficit de carboidratos faz com que os
caramujos utilizem substratos alternativos para
obter a energia necessaria aos seus processos
metabdlicos vitais (Pinheiro et al., 2009). O uso
de proteinas como substrato energético, gera
alteragbes na concentracao destas, assim como,
de aminoacidos livres no caramujo (Becker,
1980).

A ativagdo do catabolismo proteico é
sugerido, quando ocorre um significativo decrés-
simo de proteinas totais na hemolinfa e glandula
digestiva, principal tecido de armazenamento
deste substrato", do caramujo (Pinheiro et al.,
2009). Nesse sentido, a exposicdo ao CaCO,
levou ao catabolismo proteico nas duas espécies
avaliadas, sendo que em B. tenagophila a
utilizacdo de proteinas ocorreu nas exposicoes a
20 mg e 100 mg de CaCO,, ou seja, na menor e
maior concentragao avaliada, o que sugere um
valor maximo de cdlcio para manutencdo da
homeostase, sendo este 80 mg. Em B. glabrata a
utilizacdo de proteinas ocorreu nas exposicoes a
20 e 40 mg de CaCO,, reforcando que onde o
cdlcio é limitado a menos de 50 mg/L, ocorre
maior gasto de energia (Dalesman et al., 2011).

Dados semelhantes foram observados para
menores valores de glicose na hemolinfa de B.
glabrata exposta, por 30 dias, a 20 e 40 mg
CaCO;. A utilizagdo de glicose como substrato
energético foi comprovada pela ativagdo do ciclo
do &cido tricarboxilico (ATC) pelo aumento nas
concentragdes dos acidos organicos piruvato,
oxaloacetato, citrato, succinato e fumarato (Silva
et al., 2017). O fumarato pode surgir, ainda, via
ciclo arginina-ornitina-ureia, a partir de reagodes
enzimaticas. Um segundo grupo amido, originado
do aspartato, € adicionado a citrulina, formando
argininosuccinato, o qual é degradado por uma
argininosuccinase, liberando arginina e fumarato.

Quando utilizados como fonte energética,
os aminoacidos sdo desmembrados em um
esqueleto carbbnico, que segue como um «-
cetoacido, e em um grupo NH,*. A aménia pro-
duzida neste processo pode ser destinada a
formagdo de novos aminoacidos, aminas bioldgi-
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cas e nucleotideos; ou ainda ser desviada
para formagao de carbamil fosfato e entrar no
ciclo da ornitina. Caso o grupamento NH,*
seja enderecado para formagao de nu-
cleotideos, esta sintese ocorre pela via das
purinas, tendo como um dos seus produtos o
acido Urico. Porém, se o destino for a forma-
cao de carbamil fosfato, o grupamento ni-
trogenado entra no ciclo da ornitina e é ex-
cretado na forma de ureia (Nelson & Cox,
2011).

A ureia como produto do catabolismo
proteico foi demonstrada em B. tenagophila
exposta a 20 mg de CaCO, e no grupo contro-
le de B. glabrata, através do aumento deste
produto na hemolinfa das duas espécies. O
aumento na concentragdo de creatinina por B.
tenagophila exposta a 20 mg e 80 mg e B.
glabrata a 40 mg de CaCO, foi interpretado
como produto final do ciclo da ureia (Cian et
al.,, 2000). O aumento na concentragao de
acido urico foi observado em B. tenagophila
exposta a 100 mg de CaCO; e em B. glabrata
a 80 mg de CaCo,.

O &cido Urico excretado por moluscos
aquaticos apresenta a vantagem de ter pouca
perda de agua vinculada a sua producgdo. A via
metabolica pela qual os moluscos podem de-
toxificar seus produtos nitrogenados de excre-
¢do pode variar de acordo com o habitat por
ele ocupado. Desta forma, dependendo dos
estimulos do meio ou de alguma situacdao de
estresse, um molusco que vive em um
ambiente aquatico pode favorecer a excrecdo
de ureia, uma vez que sua eliminagdo dispde
de significativa perda de agua, porém com
menor gasto energético, atrelado ao menor
consumo de NADPH. As inversdes do perfil
uricotélico para ureotélico podem estar vincu-
ladas a uma vasta lista de razdes (Tunholi et
al., 2011; Pinheiro et al., 2009; Becker 1980).
Dessa forma, estudos sobre o metabolismo de
moluscos Biomphalaria auxilia na compreen-
sdo da relagao parasito-hospedeiro, tendo em
vista que a espécie B. tenagophila é menos
suceptivel a infeccdo por S. mansoni
comparada a B. glabrata.
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