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1.- INTRODUCAO

A imunidade em invertebrados ¢ eficiente embora ndo conte com a produgdo de
anticorpos € a interagdo de células imunocompetentes como 0corre nos vertebrados, havendo,
entretanto, a participagdo de componentes celulares e humorais (lectinas, substincias
citotoxicas, enzimas). Em moluscos hospedeiros do Schistosoma mansoni infectados pelo
parasita, ocorre um aumento da capacidade fagocitiria dos amebécitos circulantes (Santana,
1985) bem como a liberagio de substdncias citotoxicas que atuam a distdncia (enzimas
lisossomais). Além disso, tem sido verificado um aumento de fatores soliveis contidos na
hemolinfa e também no complexo gdnada-glindula digestiva desses moluscos, incluindo
aglutininas, opsoninas, enzimas como as aminotransferases (transaminase), a lisosima e a
aminopeptidase (Christie & Michelson, 1975; Cheng et alii, 1977, 1978), fosfatase alcalina
(Michelson' & Dubois, 1973; Cheng & Butler, 1979), inibidores de enzimas, substincias
reativas 4 grupos sanguineos e substincias imobilizadoras de miracidios (Lie et alii, in Soulsby,
E. J. L., Protozoa, Arthropods and Invertebrates, chapter 7, 211-270, Vol. IV, 1987). Através
da técnica de hemaglutinagdo, tem sido demonstrada a presenga de aglutininas na hemolinfa ou
na glindula de albiimen, que reagem com eritrocitos humanos A, B e O (Gilbertson & Etges,
1967; Mello & Paraense, 1978; Stein & Basch, 1979).

A atividade hemaglutinante da hemolinfa e da gléndula de albimen dos moluscos
Biomphalaria glabrata e Biomphalaria tenagophila tem apresentado diferengas quando sdo
utilizadas populagdes de moluscos provenientes de vérias regides geograficas. Gilbertson &
Etges (1967) observaram que a hemolinfa de B. glabrata de Belo Horizonte ¢ Salvador
apresentaram auséncia ou presenga de aglutinagio de hemdiceas humanas e de coelhos,
respectivamente. Mello & Paraense (1978) verificaram diversas atividades hemaglutinantes de

extratos de glandula de albumen de B. glabrata e B. tenagophila, segundo a origem dos
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moluscos coletados em diferentes regides brasileiras (Parana, Goias, Bahia, Minas Gerais ¢
Maranhdo) e na Venezuela (Lago do Valenga, em Maracay).

Hemaglutininas da hemolinfa e extratos de gldndula de albimen de moluscos
hospedeiros de .S. mansoni vem sendo isoladas ¢ purificadas (Gilbertson & Etges, 1967; Mello
& Paraense, 1978; Stein & Basch, 1979), porém néo foi realizada a caraterizagdo bioquimica
dessas fragdes.

Nos moluscos gastropodos a glandula do albimen ¢ um orgdo sexual secundario que
produz carboidratos necessarios para o embrifio em desenvolvimento na massa de ovos ¢ esta
sob controle endodcrino do sistema nervoso central. Tem uma estrutura tubular e consiste de um
unico tipo de célula secretoria, cujo produto, o polissacarideo galactogénio, ¢ armazenado ao
redor de cada ovo fertilizado (Crews & Yoshino, 1990). A atividade sintética da glandula do
albimen consiste de ciclos de estoque de galactogénio e formagdo subsequente de ovos
(Wijdenes et alii, 1983).

Tem sido verificado que condigOes ambientes como o fotoperiodo, o jejum, a baixa
temperatura e a dessecagdo influenciam a sintese de polissacarideos nas glandulas do albumen
( Dogteron et alii., 1983; Veldhuijzen & Cuperus, 1976; De Jong-Brink, 1973).

Além disso, tem-se observado que a infecgdo por larvas de trematodeo pode alterar a
sintese de galactogénio, o crescimento da glandula do albiimen e a reatividade dos hormonios
nos moluscos Lymnaea stagnalis infectados por Trichorbilharzia ocellata (Bayomy et ali,
1989). Christie et alii (1974) ao estudarem a possibilidade de alteragdo da sintese de
polissacarideos das glandulas do albimen de B. glabrata durante o curso da infecgdo por S.
mansoni observaram que os niveis de galactogénio permaneciam inalterados no periodo de 20
a 50 dias apos a infecgdo. Ao realizarem um estudo histologico de B. glabrata infectada por 8.
mansoni observaram ndo haver alteragdes nas quantidades de galactogénio nas glandulas do
albumen desses moluscos. Looker & Etges (1979) verificaram que as concentragdes de proteina
e galactogénio em ovos eliminados por B. glabrata infectada por S. mansoni ndo foram

alteradas durante o periodo em que a produgdo de ovos comegava a declinar. Os autores
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concluiram que a redugdo da produgdo de ovos nos moluscos infectados ndo era provocado
pela deplegdo das reservas de carboidratos da glindula do albumen. Crews & Yoshino (1990)
a0 estudarem a influéncia dos esporocistos na sintese de polissacarideos pela glindula do
albiimen de B. glabrata observaram ndo haver alteragdes 'in vivo' nos periodos de 14, 21 e 28
dias apds a infec¢do. No entanto quando amostras de glandula do albiimen foram incubadas
com hemolinfa de moluscos B. glabrata infectados por S. mansoni houve diferengas
significativas na quantidade de polissacarideos e galactogénio, os quais foram detectados
somente nos orgdos incubados com a hemolinfa de 28 dias apds infecgdo. Além disso,
observaram tambem que produtos (ES) de esporocistos filhos gerados durantes as primeiras 48
horas de cultura causaram uma redugdo significante da sintese de polissacarideos ou
galactogénio. Tais dados demonstram que os esporocistos filhos sdo capazes de modular um
aspecto especifico da atividade reprodutora do molusco hospedeiro através de moléculas
existentes na hemolinfa, oriundas do hospedeiro ou de origem parasitaria, ou diretamente,
através de produtos dos esporocistos (ES), “in vitro'. Crews & Yoshino (1991) ao estudarem a
influéncia da infec¢do pelo S. mansoni nos niveis de RNAm sob tradugdo e na sintese de
polipeptideo no ovotestis ¢ glindula do albumen fizeram as seguintes observagdes: 1)
Redugdes das quantidades de proteina total no ovotestis (OT), nos periodos de 21 e 28 dias
apos a infecgdo; 2)Aumento inicial da quantidade de proteina na glandula do albumen (AG), no
periodo de 14 dias apés a infecgdo, seguido por redugdes significativas nos periodos de 21 e 28
dias apos infecgdo; 3) Redugdes significativas das quantidades de polipeptideos marcados
encontrados nos sobrenadantes de culturas nos periodos de 14, 21 e 28 dias apos infecgdo; 4)
Sintese de polipeptideo total foi reduzida nas gldndulas do albiumen solubilizadas de moluscos
infectados, no periodo de 21 e 28 dias apos infecgdo; 4) Resultados indicaram que a infecgéo
por larvas de trematodeo induziu um rompimento generalizado do metabolismo nos OTs ¢
AGs de B. glabrara. Tais mudangas podem ter ocorrido em ambos os niveis, de transcrigdo e
tradugdo, e se manifestam logo no inicio da infecgdo, durante a fase em que os esporocistos

fithos comegam a migrar e colonizar a glandula digestiva e ovotestis. Os autores discutem que
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os efeitos da infecgdo pelo schistosoma, alterando a atividade metabolica dos orglos-alvo
especificos, a ovotestis (OT) e a glandula do albumen (AG) podem ser refletidas por alteragdes
nas concentragOes de aminoacidos na hemolinfa ou proteinas em particular. Segundo Becker
(1980), o maior stress do molusco infectado provavelmente ocorra quando esporocistos filhos
estdo crescendo em tamanho e produzindo cercarias vidveis. Os autores observaram a
ocorréncia do fendmeno citado por volta de 28 dias apds a infecgdo. Entretanto, tem sido
demonstrado que a maior parte dos rearranjos metabolicos ocorrem imediatamente apds a
infecgdo, quando as demandas metabdlicas das larvas no sdo necessariamente tdo grandes
quanto o periodo mais tardio da infecgdo. Segundo Thompson (1985), o relacionamento
fisiologico e a integragdo metabdlica que deve ocorrer entre hospedeiro e parasita deve ser
necessariamente complexo, ¢ cada organismo deve se adaptar, de alguma forma, as condigdes
fisioldgicas do outro. Cousin et alii (1995) ao estudarem as alteragdes na glindula do albumen
de B. glabrata selecionada para nfio - susceptibilidade (LAC-line) ao §. mansoni, procuraram
tragar um paralelo entre as alteragdes morfoldgicas e bioquimicas ocorridas com a glandula e a
diminuigdo na susceptibilidade dos moluscos a infecgdo pelo S. mansoni e também a redugdo
da fecundidade. Os autores observaram algumas anormalidades nas glandulas estudadas.
Células secretorias, normalmente cuboidais em moluscos susceptiveis, foram encontradas como
escamosas, nos moluscos 'Lac-Line'. Essas células continham pequenos granulos secretdrios,
reticulo endoplasmatico rugoso ¢ complexo de Golgi insignificantes, comparados aos grandes
granulos € a presenga significativa das organelas citadas, nas glandulas do albamen de
moluscos susceptiveis (Fg). Analises comparativas dos extratos de proteinas soliveis de Fp e
de glandulas do albimen de moluscos 'LAC-line' mostraram diferengas qualitativas. A mais
proeminente foi uma proteina de 18 Kda., encontrada em moluscos Fp, apresentou uma
redugdo significativa nos extratos proteicos dos moluscos 'LAC-line'. Além disso, nesses
moluscos, houve uma diminuigdo da incorporagéo de [35S] - Metionina,

Alguns autores tem sugerido que a glandula do albumen pode ter uma fungdo na

resposta imune frente ao parasita (Michelson & Dubois, 1977, Stein & Basch, 1979; Jeong et.
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al., 1981; Boswell & Bayne, 1984). Estudos anteriores realizados pela equipe de Cousin et alii
(1995), usando microscopia Optica e eletrOnica, associada a imunoflorescéncia, indicaram que
os moluscos chamados 'LAC-line' (selecionados para o carater de nio-susceptibilidade por
fecundagdo cruzada, F3-F16) apresentaram uma resposta imune ativa contra os miracidios de
S. mansoni, podendo destrui-los dentro de 12 horas. Sabe-se que a glindula do albimen
produz heteroaglutinina e substancias anti-bacterianas importantes nos mecanismos gerais de
defesa nos moluscos, ¢ esta envolvida na produgdo da massa de ovos, fornecendo componentes
importantes para o desenvolvimento do embrido. Portanto, modificagdes dessa glandula podem
afetar a0 mesmo tempo, a susceptibilidade do molusco aos esquistossomas invasores € & sua
capacidade reprodutiva.

O estudo dos componentes da hemolinfa de moluscos vem sendo feito por alguns
pesquisadores, analisando o perfil de proteinas, aminoacidos livres, bem como ions
inorganicos, glucose ¢ a concentra¢do de wuréia, em moluscos planorbideos hospedeiros de §.
mansoni, submetidos ou ndo a infecgdo. Alteragdes na proteina total, hemoglobina ¢ demais
fragdes da hemolinfa de B. glabrata submetidas a infecgdo pelo S. mansoni tem sido
demonstradas (Lee & Cheng, 1972; Gress & Cheng, 1973; Figueiredo et alii, 1973; Anteson &
Williams, 1975; Michelson & Dubois, 1975; Becker & Schmale, 1975; Schmale & Becker,
1977; Becker & Schmale, 1978; Meyer & Becker, 1980; Herberts et alii, 1986 e 1988; Granath,
1988; Rupprecht et alii, 1989). Tem sido observado, de um modo geral, que a proteina
predominante € a hemoglobina, ¢ as demais fragdes possivelmente sejam sub-fragdes desta.
Discute-se a possibilidade dessas fragSes exercerem um papel importante na reagdo imune
contra o parasita

Ao estudarem o metabolismo de excre¢do de nitrogénio de B. glabrata, Becker &
Schmale (1975; 1978) ¢ Schmale & Becker (1975; 1977) observaram um aumernto significativo
da concentragdo de uréia na hemolinfa e incorporagio de 14CQO5 na uréia na glandula digestiva
sob as condig¢des fisiologicas de jejum de 5 dias ou de infecgdo pelo S. mansoni. Os autores

afirmam ser comum a essas situagdes fisiol6gicas haver um aumento na degradacdo de
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proteina, seguida de um aumento na produgdo de NH3, o que levaria 4 uma elevada
concentragdo de amonia na hemolinfa. Segundo Meyer & Becker (1980), a intensificacdo da
produgdo de uréia, tendo em vista sua concentragdo na hemolinfa, depende da concentragéo de
amonia na hemolinfa. Em B. glabrara o ciclo da uréia serve principalmente para a
desintoxica¢do de NHj3 (Schmale & Becker, 1977).

A interagdo S. mansoni x molusco vetor parece ser influenciada pela presenga de
substincias miraxonais que atuam na atragdo e/ou repeléncia de miracidios.

Brasio et alii (1985), estudaram as substdncias quimiotixicas provenientes de
moluscos planorbideos B. glabrata ¢ B. tenagophila em resposta a infecgio pelo S. mansoni,
observando na agua de condicionamento dos moluscos (dgua em que os moluscos permaneciam
durante 24 horas), a presen¢a de aminoacidos livies que possivelmente atuariam como
quimioatraentes para os miracidios. Provavelmente os aminoacidos encontrados na agua de
condicionamento correspondem aos aminodacidos livres encontrados na hemolinfa desses
moluscos, visto que sdo produtos de excregiio dessas bionfalarias.

Com relagdo aos aminoacidos livres presentes na hemolinfa e SCW de B. glabrata,
estudos qualitativos e quantitativos foram realizados ( Dusanic & Lewert, 1963; Targett, 1962;
Gilbertson et alii, 1967, Mc Innis et alii, 1974, Wolmarans et alii, 1986; Wolmarans & Farrell,
1987), em moluscos submetidos ou ndo & infecgdo por S. mansoni. De um modo geral, tem
sido verificada uma redugdo significativa das proteinas ¢ aminoacidos livies em caramujos
infectados ( Malek, E.A. in Snail Transmitted Parasitic Diseases, Chapter 1, Vol. I (1980);
Gilbertson, D. E. et alii, 1967; Lee & Cheng, 1972; Michelson & DuBois, 1975, etc.).

Wolmarans, C.T. et alii (1986), investigaram o contetdo de aminodcidos da
hemolinfa e produtos da excre¢do na SCW de seis espécies de moluscos de agua doce, entre
elas a B. glabrata. Foi verificado haver uma variagdo consideravel no contetido de aminoécidos
entre as espécies de moluscos estudadas, observando-se uma menor variagdo nos produtos de
excregdo que nas amostras de hemolinfa. Além disso, verificou-se que os aminodcidos

encontrados nos produtos de excre¢do corresponderam aos encontrados na hemolinfa. Discute-
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se a possibilidade de que aminoacidos especificos encontrados nos produtos de excregdo sejam
oriundos da hemolinfa ou que aminoicidos do muco sejam eliminados juntamente com os
produtos de excregéo.

A informagdo sobre a ocorréncia da diminui¢do dos aminoacidos livres em moluscos
infectados e sobre a possivel correspondéncia entre aminoacidos livres da hemolinfa e dos
produtos de excregdo nos leva s seguintes questdes:

a- Haveria também uma diminuig&o da quantidade de aminoacidos livres liberados
na 4gua de condicionamento de moluscos infectados?

b- Visto que os aminoacidos livres da agua de condicionamento parecem exercer
uma atragdo miraxonal (Brasio et alii, 1985), qual seria o comportamento dos miracidios de S.
mansoni frente a moluscos submetidos a infecgio ?

¢- Haveria uma correspondéncia entre os aminoacidos livres da hemolinfa de B.
glabrata e de B. tenagophila e da dgua de condicionamento (SCW) desses moluscos, sadios ou
infectados?

Magalhdes et alii (1991), ao estudarem a atragdo miraxonal de miracidios de S§.
mansoni frente 4 molusco vetor ndo submetido previamente a infecgdo, observaram que em um
caso houve repeléncia dos miracidios pelo caramujo, ao invés de atragfo. A literatura tem

sugerido a existéncia de uma resisténcia dos caramujos a reinfecgdo (Reis, 1990).

1.1) OBJETIVOS:
Neste trabatho tivemos como objetivos principais:

1) Estudar a atragdo miraxonal da hemolinfa, 4gua de condicionamento e extrato da
glandula do albtimen em moluscos B. glabrata e B. tenagophila frente a infec¢do por §.
mansoni ou na auséncia de infecgdo;

2) Estudar a composigdo bioquimica da hemolinfa, dgua de condicionamento e

glandula do albimen dos moluscos citados submetidos ou ndo a infecgdo por S. mansoni.
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3) Verificar entre os componentes estudados sua fungdo biologica na relagdo parasita

x hospedeiro.



2.- MATERIAL E METODOS

2.1) - RESUMO DO PROJETO EXPERIMENTAL DESENVOLVIDO:

Nosso trabalho constou basicamente de oito etapas. Na primeira etapa fizemos a
padronizagdo das amostras de hemolinfa, dgua de condicionamento e extrato da glandula do
albiimen, escolhendo o methor método para coleta e conservagio.

Na segunda etapa realizamos a eletroforese em gel de poliacrilamida das amostras
de hemolinfa, dos moluscos B. glabrata e B. tenagophila infectados ou nio por S. mansoni.

Na terceira etapa iniciamos o estudo da atra¢do miraxonal frente a miracidios de .
mansoni das linhagens BH ou SJ, na presenga dos moluscos B. glabrata ou B. tenagophila
infectados ou ndo pelo S. mansoni. Cada um dos testes foi realizado com dez réplicas,
utilizando dez miracidios por vez. Paralelamente iniciamos a analise automdtica de
aminoacidos livres das amostras de hemolinfa. Inicialmente fizemos a analise das amostras de
hemolinfa de B. glabrata sadia (HBgS) ¢ da hemolinfa de B. glabrata infectada por S.
mansoni (HBgl).

Na quarta etapa estudamos a atragdo miraxonal frente 2 agua de condicionamento
(SCW) dos moluscos infectados ou ndo pelo S. mansoni. As amostras de SCW foram
estudadas individualmente ou em confronto com outra amostra, como por exemplo : na camara
A era adicionada a amostra de SCW de B. glabrata sadia, na cimara B a amostra de SCW de
B. tenagophila infectada por §. mansoni e no canal C, miracidios da linhagem BH.
Paralelamente fizemos a analise automatica de aminoécidos livres das amostras de hemolinfa
de B. tenagophila sadia (HBtS). Posteriormente fizemos a analise de aminoacidos livres da
hemolinfa de B. tenagophila infectada por S. mansoni (HBtI).

Na quinta etapa estudamos a atragdo miraxonal frente & hemolinfa dos moluscos de
ambas espécies infectados ou ndo pelo S. mansoni. Paralelamente fizemos a analise automatica

de aminoacidos livres das amostras de agua de condicionamento de B. glabrata sadia (WBgS)
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¢ da agua de condicionamento de B. glabrata infectada por S. mansoni (WBgl).
Posteriormente fizemos a analise da dgua de condicionamento de B. tenagophila sadia (WBtS)
e da agua de condicionamento de B. tenagophila infectada por S. mansoni (WBtI).

Na sexta etapa estﬁdamos a atrac¢io miraxonal frente ao extrato de gldndula do
albtimen dos moluscos de ambas espécies infectados ou ndo por S. mansoni. Paralelamente
fizemos a analise automatica dos aminoacidos livres do extrato de glindula do albamen de B.
tenagophila sadia (GABtS) e do extrato de glandula do albumen de B. tenagophila infectada
por 8. mansoni (GABtL). Posteriormente fizemos a analise automatica de aminoacidos livres
do extrato da gldndula do albiimen de B. glabrata sadia (GABgS) e do extrato da glandula do
albimen de B. glabrata infectada por S. mansoni (GABgI).

Na s€tima etapa demos inicio aos testes preliminares para a realizagdo da
cromatografia de exclusdo molecular das amostra de hemolinfa de B. glabrata sadia (HBgS) ¢
da amostra de hemolinfa B. glabrata infectada por S. mansoni (HBgl). Apos a realizago dos
testes, procedemos a analise cromatografica dessas amostras. Fizemos trés réplicas para cada
amostra. Paralelamente fizemos eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-Page) das fragdes
cromatograficas da hemolinfa de B. glabrata sadia (HBgS). Posteriormente fizemos a
cromatografia de excluso molecular das amostras de hemolinfa de B. tenagophila sadia
(HBtS) e de B. tenagophila infectada (HBtI).

Na oitava etapa realizamos o teste da atragdo miraxonal, escolhido para verificagdo
da atividade biologica das fragdes cromatograficas da hemolinfa. Inicialmente testamos a
atragdo miraxonal das fragdes da hemolinfa de B. glabrata sadia (HBgS) e da hemolinfa de B.
glabrata infectada por 8. mansoni (HBgI) e posteriormente das fragdes da hemolinfa de B.
tenagophila sadia (HBtS) e de B. tenagophila infectada por 8. mansoni (HBtI). Para essa
analise tivemos trés grupos-controle: 1) Agarose (usada como substrato), 2) Fosfato (usado
como solvente) € 3) OVA (Ovoalbumina, proteina ndo relacionada a hemolinfa). Todos os

testes de atragdo miraxonal foram realizados em dez réplicas e foram utilizados por réplica 10
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miracidios de 8. mansoni de linhagem simpatrica aos moluscos de origem das amostras. Para

os grupos-controle foram utilizados 10 miracidios da linhagem BH.
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2.2) Manutengao dos moluscos em laboratorio:

Moluscos B. glabrata ¢ B. tenagophila foram mantidos em tanques de criagdo
Eternit, com agua sem cloro. A alimentagio diaria consistiu de folhas frescas de alface.

B. glabrata era procedente de Belo Horizonte, MG e B. tenagophila do vale do Rio
Paraiba do Sul, SP.

2.3) Manutengdo das linhagens de 8. mzansoni BH e SJ e infecgdo dos moluscos B. glabrata

e B. tenagophila:

As linhagens BH e SJ de S. maresoni foram mantidas em Mus musculus Swiss, SPF
¢ em moluscos simpatricos as linhagens estudadas.

Miracidios das linhagens BH e SJ de §. mansoni foram obtidos de ovos colhidos em
fezes de camundongos albinos Swiss, SPF, previamente infectados. A eclosdo dos
miracidios e a infec¢do dos moluscos foi realizada segundo Standen (1951). Para a infecgio

dos camundongos utilizamos a técnica de Magalhdes (1969).

2.4) Coleta e preparagdo da amostra de hemolinfa dos moluscos:

A hemolinfa dos moluscos foi coletada por pungio rapida através da concha, com
uma pipeta Pasteur. Os moluscos foram secos em papel higiénico apos lavagem em agua
destilada, retirando-se o muco liberado. Imediatamente, o molusco se contraia para dentro
da concha, liberando a hemolinfa que foi coletada com pipeta Pasteur. Opcionalmente, para
coletar maior quantidade de hemolinfa foi feito um pequeno orificio com a ponta da pipeta
na concha, sem, contudo, lesar as partes moles do animal, coletando deste modo a hemolinfa
depositada no interior da concha. Em moluscos de 7 a 9 mm temos obtido por volta de 0,3 a
0,5 mL por lote de vinte animais. Esse método foi selecionado como o mais adequado, pois

garante a sobrevivéncia da maioria dos animais apos a sangria. Apos a coleta, a hemolinfa
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era centrifugada & 12.000 rpm por 2 minutos em centrifuga refrigerada e filtrada em
membrana Millipore de 45 u, a fim de que fossem retirados todos os residuos celulares da

amostra. Posteriomente, era submetida a liofilizagdo ou congelamento.

2.5) Estudo da atragdio miraxonal:

Para o estudo da atragdo miraxonal utilizamos um aparato de vidro com trés
compartimentos, camaras A ¢ B ligadas por um canal C (Brasio et alii, 1985).

Cada um dos experimentos consistiu de 10 replicas. Os moluscos utilizados mediam
de 7 a 9 mm de didmetro. Estudamos a atragdo miraxonal frente aos moluscos B. glabrata ¢
B. tenagophila, sadios ou infectados por S. mansoni, sua agua de condicionamento (SCW),
sua hemolinfa e seu extrato da glindula do albumen.

Os moluscos infectados eram expostos 4 10 miracidios da linhagem BH ou SJ de §.

mansoni. Em todos os experimentos utilizamos o periodo de duas horas apds a infecgdo.

2.5.1) Descrigdo do aparelho utilizado:

O aparelho utilizado para o estudo da atragdo miraxonal foi construido em vidro, com

as seguintes dimensdes, segundo o desenho esquematico abaixo:

A B

a) duas camaras circulares com 30 mm de diimetro, ligadas por um canal. Foram chamadas

de cAmara A e cimara B.

b) canal com 40 mm de comprimento e 11 mm de largura. Foi chamado de canal C
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2.5.2) Preparo da hemolinfa em blocos de agarose:

A hemolinfa de moluscos sadios ou infectados por S. mansoni foi diluida na
proporgdo de 0,4 mL de hemolinfa para 2 mL de 4gua destilada. Em seguida foi misturada a
2 mL de agarose (Sigma) a 2%. Apds a solidificagio foram cortados cubinhos com o
didmetro de 7 mm, simulando um caramujo. Esses cubinhos foram usados para o estudo da

atragdo miraxonal, frente aos miracidios de S. mansoni das linhagens BH ¢ SJ.
2.5.3) Preparo da SCW (Snail Conditioned Water) dos moluscos:

A 4gua de condicionamento (Snail Conditioned Water, SCW) foi isolada segundo
Brasio et alii (1985). Vinte caramujos foram colocados em aquario com agua destilada e

ap0s 24 horas eram retirados e a agua utilizada para o estudo da atragdo miraxonal.
2.5.4) Extragdo da glindula de albimen dos moluscos e preparo do extrato:

Para a extragdio da glandula de albimen foram usados moluscos de 7 3 9 mm de
didmetro. Os moluscos foram colocados em solugdo salina (NaCl 0,15 M) e em seguida
comprimidos entre ldmina e laminula. As conchas eram retiradas, e com o auxilio de dois
estiletes, um deles de ponta recurvada e outro mais fino e reto, extraimos a glandula de
albimen. As glandulas retiradas eram colocadas imediatamente em solugdo salina 0,15 M
gelada, e conservadas em geladeira até o preparo do extrato, que era realizado em periodo de
tempo mais breve possivel.

A preparagdo do extrato foi feita segundo método descrito por Mello & Paraense
(1978), com adaptagdes. Foram obtidos 200 mg de tecido de glindula de albamen de
moluscos B. tenagophila sadios e de moluscos B. renagophila infectados. Cada uma das

amostras foi colocada em frasco de vidro com 1,35 mL de NaCl 0,15 M,
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As amostras foram homogenizadas com o Mixer - Homogenizador da Janke & Kunkel
GMBH & CO.Kg, modelo T 25 (Ultraturrax T25), mantidas em gelo. Depois disso foram
submetidas a4 centrifugac@o 4 1500 rpm por 15 minutos, e o sobrenadante (extrato cru de
glandula de alblimen) foi estocado por congelamento.

O extrato da glandula de albiimen de moluscos sadios ou infectados por S. mansoni
foi diluido na proporgéo de 0,4 mL de extrato para 2 mL de agua destilada. Em seguida foi
misturado a 2 mL de agarose a 2%. Apos a solidificagdo foram cortados cubinhos com o
didmetro de 7 mm, simulando um caramujo. Esses cubinhos foram usados para o estudo da

atragdo miraxonal, frente aos miracidios de 8. mansoni da linhagem SJ.

2.6) Analise automatica de aminoacidos:

O sistema utilizado foi basicamente o do analizador Pico-Tag da Waters, onde a
identificagdo dos aminoacidos ¢é feita através do derivado PTC aminoécido
(Feniltiocarbamil-aminoacido). A desproteinizagdo e a derivatizagdo (produgfio de derivados
de aminoacidos) do extrato de glandula de albiimen foram feitas segundo metodologia
descrita por Sarwar & Botting, 1990. As amostras foram desproteinizdas pela adi¢do de um
volume equivalente ao da amostra de acetonitrila, seguido de centrifugagio, filtragdo em
membrana Millipore Millex - GS de 0,2 pm. Depois disso, 50 pL do filtrado era evaporado
por secagem em nitrogénio liquido, por quinze minutos, em evaporador analitico. Apds a
evaporagdo, a amostra era misturada com 50 pL de metanol + dgua + TEA (Tryethylamine),
na proporgdo de 1:1:1, e novamente era passada pelo processo de evaporagdo, durante
quinze minutos a 35°C, para remo¢3o da amonia. A solugdo derivatizante consistiu da
mistura de 200 pL de metanol, 50 uL. de 4dgua, 50 ul. de TEA (Triethylamine) € 20 pL de
PITC (Phenyl-isothiocyanate). Todos os aminoicidos passaram pelo processo de
derivatizagdo (produgdo de derivados), através da adigdo de 50 pL da solugdo citada no tubo

contendo a amostra, eram cobertos por Parafilm e deixados por vinte minutos a temperatura
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ambiente. O reagente em excesso era evaporado em Nitrogénio (15 minutos, 35°C); a
amostra era entio redissolvida com a solugdo diluente (710 mg de Fosfato de hidrogénio
dissodico em 1 litro de agua e acetonitrila, propor¢do: 19: 1) e o pH era ajustado para 7.40

com acido fosfdrico para cromatografia. Depois disso, 20 pL da amostra era injetada no

sistema cromatografico.

2.7) Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE):

Foi utilizada metodologia segundo Shapiro et alii, 1967 ¢ Weber et alii, 1969.
2.8) Cromatografia liquida de exclusdo molecular da hemolinfa dos moluscos:

Foi utilizada metodologia descrita por Graff et alii, 1978; Regnier, 1983. A
cromatografia de exclus@o molecular foi feita sob gradiente isocratico em solugdo de tampéo

fosfato pH 7.2, em coluna SW-300 (LC-GSO, da Waters).

2.9) Teste da atividade biologica das fragdes de cromatografia da hemolinfa:

Escolhemos como atividade biolégica a ser testada nas fragdes da cromatografia da
hemolinfa a atragcdo miraxonal, devido a sua relevancia na conclusdo de nossos resultados
experimentais.

Para essa andlise procedemos o teste de atragdo miraxonal de cada uma das fragdes
cromatograficas das amostras de hemolinfa utilizadas, ou seja, de moluscos B. glabrata e B.
tenagophila infectados ou ndo pelo S. mansoni. Para cada uma das fragdes foram feitas dez
réplicas. Em cada uma delas foram adicionados 10 miracidios de 8. mansoni da linhagem
BH ou SJ, simpatricas as linhagens dos moluscos utilizados. Além das fragdes da

cromatografia procedemos o teste de atragdo miraxonal frente & agarose, utilizada como
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substrato, ao tampdo fosfato, utilizado como solvente, € 8 OVA (Ovalbumina), proteina nio

relacionada a hemolinfa. Esses foram nossos grupos- controle dos testes de atividade

biolodgica.

2.10) Andlise estatistica:

A consultoria estatistica de nossos resultados experimentais foi realizada pelos alunos
de Ps-Graduagdo do IMEEC - UNICAMP, André Luis Santos de Pinho e Carla Almeida
Vivacqua, sob a onentagio do Prof. Dr. José F. de Carvalho.

Foi utilizado o software SAS (Statistical Analysis System) versdo 6.08. O
procedimento usado para a analise dos resultados do estudo da atragdo miraxonal foi o
CATMOD (Categorical Modeling). Para analisar os resultados dos testes de atividade
biologica das fragdes da cromatografia de exclusio da hemolinfa foi utilizado o teste t-

Student para amostras dependentes.O relatorio das analises estatisticas estdo apresentadas no

Anexo 1.



2.11) GRUPOS EXPERIMENTALIS:

2.11.1) Estudo da atragdo miraxonal:

ig

GRUPO Camara A Canal C Camara B
lo. Moluscos 10 miracidios agua
B. glabrata BH
néo infectados
por S. mansoni
20. Moluscos 10 miracidios agua
B. glabrata BH
infectados por
S. mansoni
30. SCW de 10 miracidios agua
B. glabrata BH
ndo infectadas
por S. mansoni
40. SCW de 10 miracidios agua
B. glabrata BH
infectadas por
S. mansoni
So. Moluscos 10 miracidios agua
B. tenagophila SJ
ndo infectadas por
S. mansoni
60. Moluscos 10 miracidios agua
B. tenagophila SJ
infectadas por
S. mansoni
70. SCW de 10 miracidios agua

B. tenagophila
ndo infectadas por

S. mansoni

SJ
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Camara A Canal C Cémara B
8o. SCW de 10 miracidios agua
B. tenagophila SJ
infectadas por
S. mansoni
9o0. SCW de 10 miracidios SCW de
B. glabrata BH B. tenagophila
ndo infectadas infectadas
por S. mansoni por S. mansoni
100. SCW de 10 miracidios SCW de
B. glabrata BH B. tenagophila
infectadas por ndo infectadas
S. mansoni por S. mansoni
1lo. SCW de 10 miracidios SCW de
B. glabrata SJ B. tenagophila
infectadas por infectadas por
S. mansoni S. mansoni
12o0. Hemolinfa de 10 miracidios agua
B. glabrata BH
ndo infectadas
por S. mansoni
130. Hemolinfa de 10 muracidios agua
B. glabrata BH
infectadas por
S. mansoni
140. Hemolinfa de 10 miracidios agua

B. tenagophila
ndo infectadas por

S. mansoni

SJ
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GRUPO Cémara A Canal C Cémara B
150. Hemolinfa de 10 miracidios agua
B. tenagophila SJ
infectadas por
S. mansoni
160. Extrato de 10 miracidios agua
glandula do albamen SJ
de B. tenagophila
ndo infectadas por
S. mansoni
170. Extrato de 10 miracidios agua
glidndula do albimen S
de B. tenagophila
infectadas por
S. mansoni
180. Extrato de 10 miracidios SCW de
glandula do albumen SJ B. tenagophila
de B. tenagophila ndo infectadas
ndo infectadas por S. mansoni
S. mansoni
190, Extrato de 10 miracidios SCW de
glindula do albiimen SJ B. tenagophila
de B. tenagophila infectadas por
ndo infectadas por S. mansoni
S. mansoni
200. Extrato de 10 miracidios SCW de
glindula do albiimen SJ B. tenagophila

de B. tenagophila
infectadas por
S. mansoni

ndo infectadas
por S. mansoni
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GRUPO Cémara A Canal C Camara B
21o0. Extrato de 10 miracidios SCW de
glandula do albéimen SJ B. tenagophila
de B. tenagophila infectadas por
infectadas por S. mansoni
S. mansoni
220. Extrato de 10 miracidios agua
glandula do albimen BH
de B. glabrata
ndo infectadas por
S. mansoni
230. Extrato de 10 miracidios agua
glandula do albimen BH
de B. glabrata
infectadas por
S. mansoni
240. Extrato de 10 miracidios agua
glandula do albtumen BH
de B. glabrata
ndo infectadas por
S. mansoni
250. Extrato de 10 miracidios SCW de
glandula do albtamen BH B. glabrata
de B. glabrata ndo infectadas
infectadas por por S. mansoni
S. mansoni
260. Extrato de 10 miracidios SCW de
glandula do albuiimen BH B. glabrata
de B. glabrata infectadas por
ndo infectadas por S. mansoni

S. mansoni
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GRUPO Camara A Canal C (Céamara B
270. Extrato de 10 miracidios SCW de
glindula do albmen BH B. glabrata
de B. glabrata infectadas por
infectadas por S. mansoni
S. mansoni

2.12.2) Analise dos componentes da hemolinfa, SCW e extrato da gldndula do albiimen:

GRUPO Amostras
lo. - Hemolinfa livre de células de B. glabrata nio infectadas por S. mansoni
20. - Hemolinfa livre de células de B. glabrata infectadas por S. mansoni
30. - Hemolinfa livre de células de B. tenagophila nio infectadas por S.
mansoni
do. - Hemolinfa livre de células de B. tenagophila infectadas por S. mansoni
50. - SCW de B. glabrata n3o infectadas por S. mansoni
60. - SCW de B. glabrata infectadas por S. mansoni
70. - SCW de B. tenagophila ndo infectadas por S. mansoni
80. - SCW de B. tenagophila infectadas por S. mansoni
0. - Extrato da glandula do albamen de B. glabrata ndo infectadas por S.
mansoni
100. - Extrato da glandula do albimen de B. glabrata infectadas por S.

mansoni
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GRUPO Amostras
11o. - Extrato da gldndula do albimen de B. tenagophila ndo infectadas por S.
mansoni
120. - Extrato de glindula de albimen de B. tenagophila infectadas por S.

mansoni
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2.12) Denominagdo das amostras em siglas:

Sigla Nome da amostra
- HBgS - Hemolinfa de B. glabrata sadia (ndo infectada por S.
mansoni)
- HBgl - Hemolinfa de B. glabrata infectadas por S. mansoni
- HBtS - Hemolinfa de B. tenagophila sadia (nfo infectada por S.
mansoni
- HBtl - Hemolinfa de B. tenagophila infectada por §. mansoni
- WBgS - Agua de condicionamento (SCW) de B. glabrata sadia (ndo
infectada por 8. mansoni)
- WBgl - Agua de condicionamento (SCW) de B. glabrata infectada por
S. mansoni
- WBtS - Agua de condicionamento (SCW) de B. tenagophila sadia (ndo
infectada por 8. mansoni)
- WBtI - Agua de condicionamento (SCW) de B. tenagophila infectada
por S. mansoni
- GABgS - Extrato da glandula do albimen de B. glabrata sadia (ndo
infectada por .§. mansoni)
- GABgl - Extrato da gldndula do albumen de B. glabrata infectada por
S. mansoni
- GABtS - Extrato da gldndula do albamen de B. fenagophila sadia (ndo
infectada por 8. mansoni)
- GABtl - Extrato da glandula do albumen de B. tenagophila infectada

por 8. mansoni)
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2.13) Siglas € nomes dos aminoacidos livres:

Sigla Nome do aminoacido

PSer Fosfoserina

Asp Acido aspartico

Glu Glutamina

AAD Acido aminoadipico

HyPro Hidroxiprolina

PEA Fosfoetanolamina

Ser Serina

Asn Asparagina

Gly Glicina

B-Ala Beta alanina

Tau Taurmna

His Histidina

GABA Acido Amino-butirico (Gama-
aminobutirato)

Cit Citrulina

NH3 Amonio

Thr Treonina

Ala Alanina

BAIB Acido beta aminoisobutirico

Camn Carnosina

Arg Arginina
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Sigla Nome do aminoacido
Met.SO2 Metionina sulfona
3MH 3 - Methyl - L-histidina
AAB Acido alfa - amino-n-butirico
Tyr Tirosina

Val Valina

Met Metionina

Cyst Cistina

Cis Cistatione

Ile Isoleucina

Leu Leucina

Norleu Norleucina

HyLys 1 Hidroxilisina [

HyLys 2 Hidroxilisina II

Phe Fenilalanina

Trp Triptofano

Om Ornitina

Lys Lisina

HyPro Hidroxiprolina
Pro Prolina

IMH 1 Metil -L- histidina
RG1 Reagente de derivatizagdo
RG2

Reagente de derivatizagdo
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3.- RESULTADOS

3.1) Atragdo miraxonal frente a moluscos B. giabrata ¢ B. tenagophila infectados ou néo

pelo §. mansoni e sua SCW:

No primeiro grupo experimental realizado foram adicionados aos compartimentos do

aparato de vidro (item 2.5.1), pag. 13):

Cémara A Canal C Camara B

B. glabrata 10 miracidios agua
ndo infectada por BH

S. mansoni

Observamos que em média 7,7 miracidios, dos 10 adicionados ao canal C, foram
atraidos para a cmara A, onde estava 0 molusco. Houve portanto 77% de atra¢gdo miraxonal
(Tabela 1, Figura 1).

No segundo grupo experimental realizado foram adicionados aos compartimentos do

aparato de vidro:

Céamara A Canal C Cémara B
B. glabrata 10 miracidios agua
infectada por BH

S. mansoni

Observamos que em média, 8,3 miracidios migraram em diregdo a camara B, onde

havia somente dgua do tanque filtrada e 1,7 miracidios migraram para a cdmara A, em
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dire¢do ao molusco. Houve portanto 83% de migragdo para a cAmara B e apenas 17% em
diregdo a camara A (Tabela 2, Figuras 1 e 2).

No terceiro grupo experimental realizado foram adicionados aos compartimentos do

aparato de vidro:

Camara A Canal C Céamara B
SCW de
B. glabrata 10 maracidios dgua
ndo infectada BH

por S.mansoni

Observamos que em média, 10 miracidios migraram para a cdmara A, onde estava a agua de
condicionamento (SCW) de B. glabrata nio infectada por 8. mansoni. Houve portanto
100% de atragdo miraxonal em dire¢do a SCW desses moluscos (Tabela 3, Figura 3).

No quarto grupo experimental realizado foram adicionados aos compartimentos do

aparato de vidro:

Cémara A Canal C Céamara B
SCW de
B. glabrata 10 muiracidios agua
infectada por BH
S. mansoni

Observamos que em média, houve 84% de atragdo miraxonal em dire¢do a camara B,

onde havia apenas 4gua, e somente 16% em direcdo a cdmara A, onde estava a SCW de B.

glabrata infectada (Tabela 4, Figura 4, Figura 2).
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No quinto grupo experimental realizado foram adicionados aos compartimentos do

aparato de vidro:

Camara A Canal C Cémara B
B. tenagophila 10 miracidios agua
ndo infectada SJ

por S.mansoni

Observamos que em média 4,4 dos 10 miracidios adicionados no canal C foram
atraidos para a camara A, onde estavam os moluscos B. fenagophila sadios. Houve portanto
44% de atrag@o miraxonal. Do restante dos miracidios, 41% migraram em dire¢do & cdmara
B (4gua) e 15% permaneceram no canal C (Tabela 5, Figura 5).

No sexto grupo experimental realizado foram adicionados aos compartimentos do

aparato de vidro:

Céamara A Canal C Camara B
B. tenagophila 10 miracidios agua
infectada por SJ
S.mansoni

Observamos que em média 7 miracidios, dos 10 adicionados no canal C foram
atraidos para a camara A, onde estavam os moluscos B. tenagophila infectados por §.
mansoni. Houve portanto 70% de atragdo miraxonal. Do restante dos miracidios, 24%
migraram em dire¢do a cdmara B (agua) ¢ 6% permaneceram no canal C (Tabela 6, Figura

6).
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No sétimo grupo experimental realizado foram adicionados aos compartimentos do

aparato de vidro:

Camara A Canal C Camara B
SCW de
B. tenagophila 10 miracidios agua
nio infectada por SJ
S.mansoni

Observamos que em média 6,8 miracidios, dos 10 adicionados no canal C foram
atraidos para a cdmara A, onde estava a SCW de B. tenagophila ndo infectada. Houve
portanto 68%6 de atragdo miraxonal. Dos miracidios restantes, 26% migraram para a cdmara
B (4gua) e 6% permaneceram no canal C (Tabela 7, Figura 7).

No oitavo grupo experimental foram adicionados aos compartimentos do aparato de

vidro:
Camara A Canal C Cémara B
SCW de
B. tenagophila 10 miracidios agua
infectada por SJ
S.mansoni

Observamos que em média 7,7 miracidios foram atraidos para a cdmara A, onde
estava a SCW de B. renagophila infectada. Houve portanto 77% de atragfo miraxonal. Dos
miracidios restantes, 23% migraram para a camara B (dgua), nfo permanecendo nenhum
deles no canal C. Observamos que, assim como os moluscos B. tenagophila infectados por

S. mansoni, a SCW desses moluscos também atraiu mais miracidios que os moluscos sadios
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e sua agua de condicionamento. Frente 4 SCW desses moluscos houve 68% de atragdo
miraxonal, comparado a 70% e 77% de atragio miraxonal frente @ moluscos infectados ¢ a

SCW desses moluscos (Tabela 8, Figura 8, Figura 6).

No nono grupo experimental realizado foram adicionados aos compartimentos do

aparato de vidro:

Cémara A Canal C Cémara B
SCW de SCW de
B. glabrata 10 miracidios B. tenagophila
ndo infectada BH infectada por
por S.mansoni S.mansoni

Observamos que em média, 4,7 miracidios foram atraidos para a cdmara A, onde
estava a SCW de B. glabrata sadia. Houve portanto 47% de atragdo miraxonal. Dos
miracidios restantes, 5 migraram para a cidmara B, onde estava a SCW de B. tenagophila
infectadas, o que corresponde a 50% de atragdo miraxonal. Apenas 3% permaneceram no

canal C (Tabela 9, Figura 9).

No décimo grupo experimental realizado foram adicionados aos compartimentos do

aparato de vidro:

Camara A Canal C Camara B
SCW de SCW de
B. glabrata 10 miracidios B. tenagophila
ndo infectada BH ndo infectada

por S.mansoni por S.mansoni
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Observamos que em média 2,8 miracidios foram atraidos para a cimara A, onde
estava a SCW de B. glabrata infectada. Houve portanto 28% de atragdo miraxonal. Dos
miracidios restantes, em média 6,9 miracidios migraram para a cdmara B, onde estava a
SCW de B. tenagophila sadias, o que corresponde 4 69% de atragdo miraxonal. Nenhum
deles permaneceu no canal C (Tabela 10, Figura 10).

No décimo primeiro grupo experimental realizado foram adicionados aos

compartimentos do aparato de vidro:

Cimara A Canal C Camara B
SCW de SCW de
B. glabrata 10 miracidios B. tenagophila
infectada BH infectada por
por S.mansoni S.mansoni

Observamos que em média 2,7 miracidios, dos 10 adicionados no canal C migraram
para a cAmara A, onde estava a SCW de B. glabrata infectada, o que corresponde a 27% de
atracdo miraxonal, 7,1 miracidios migraram em dire¢do a cAdmara B, onde estava a SCW de
B. tenagophila infectada, havendo portanto 71% de atragdo miraxonal. Dos miracidios

restantes, 2% deles permaneceram no canal C (Tabela 11, Figura 11).

3.1.2) Atragdo miraxonal frente & hemolinfa dos moluscos infectados ou ndo pelo

Schistosoma mansoni:

No décimo segundo grupo experimental realizado foram adicionados aos

compartimentos do aparato de vidro:

Camara A Canal C Camara B
B. glabrata 10 muracidios agua
ndo infectada BH

por S.mansoni
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Observamos que em média 7,2 miracidios, dos 10 adicionados no canal C foram
atraidos para a cdmara A, onde estava a hemolinfa de B. glabrata sadia. Houve portanto
72% de atragdo miraxonal. Do restante, uma média de 2,7 miracidios migraram para a
camara B onde havia apenas agua, oque corresponde a4 27% de atragdo miraxonal. Apenas
0,1% dos miracidios permaneceram no canal C (Tabela 12, Figura 12).

No décimo terceiro grupo experimental realizado foram adicionados aos

compartimentos do aparato de vidro:

Camara A Canal C Céamara B

Hemolinfa de

B. glabrata 10 miracidios agua
infectada por BH
S. mansoni

Observamos que em média 6,1 miracidios, dos 10 adicionados no canal C foram
atraidos para a cdmara A, onde estava a hemolinfa de B. glabrata infectada. Houve portanto
61% de atragdo miraxonal. Dos miracidios restantes, em média, 39% migraram para a
camara B, onde havia apenas 4dgua e nenhum deles permaneceu no canal C (Tabela 13,
Figura 13).

No décimo quarto grupo experimental realizado foram adicionados aos

compartimentos do aparato de vidro:

Camara A Canal C Camara B

Hemolinfa de

B. tenagophila 10 miracidios agua
ndo infectada SJ
S. mansoni
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Observamos que em média 7,1 miracidios foram atraidos para a cimara A, onde
estava a hemolinfa de B. tenagophila sadia. Houve portanto 71% de atragdo de atragio
miraxonal. Dos miracidios restantes, 29% migraram para a camara B, onde havia apenas
agua. Nenhum deles permaneceu no canal C (Tabela 14, Figura 14).

No décimo quinto grupo experimental realizado foram adicionados aos

compartimentos do aparato de vidro:

Camara A Canal C Camara B

Hemolinfa de

B. tenagophila 10 miracidios agua
infectada por Sj
S. mansoni

Observamos que em média, 8,5 miracidios foram atraidos para a cdmara A, onde
estava a hemolinfa de B. tenagophila infectada. Houve portanto 85% de atragdo miraxonal.
Dos miracidios restantes, 15% migraram para a cAmara B, onde havia apenas dgua. Nenhum

deles permaneceu no canal C (Tabela 15, Figura 15).

3.1.3) Atragdo miraxonal frente ao extrato da glindula do albamen dos moluscos infectados

ou ndo pelo .S. mansoni e o confronto entre esses extratos ¢ a SCW:

No décimo sexto grupo experimental realizado foram adicionados aos

compartimentos do aparato de vidro:

Camara A Canal C Camara B

Extrato da glandula do
albtumen de B. tenagophila 10 miracidios SJ agua
nédo infectada por
S. mansoni
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Observamos que em media 6,5 miracidios, dos 10 adicionados no canal C migraram

para a cdmara A, onde estava o extrato da glindula do alblimen de B. tenagophila sadia, o

que corresponde a 65% de atragdo miraxonal. Do restante, em média, 34% migraram para a

camara B, onde havia somente agua. Apenas 0,1% permaneceram no canal C (Tabela 16,
Figura 16).

No décimo sétimo grupo experimental realizado foram adicionados aos

compartimentos do aparato de vidro:

Camara A Canal C Camara B

Extrato da glandula
do albimen de

B. tenagophila 10 miracidios agua
infectada por SJ
S.mansoni

Observamos que em média 7,2 miracidios, dos 10 adicionados no canal C foram
atraidos para a camara A, onde estava o extrato da glandula do albiimen de B. renagophila
infectada. Houve portanto 72% de atragdo miraxonal. Do restante, uma média de 2,8
miracidios migraram para a cdmara B, onde havia apenas agua, o que corresponde a 28% de
atragdo miraxonal. Nenhum deles permaneceu no canal C (Tabela 17, Figura 17).

No décimo oitavo grupo experimental realizado foram adicionados aos

compartimentos do aparato de vidro:

Camara A Canal C Camara B

Extrato da glandula do
albimen de B. tenagophila 10 miracidios SJ SCW de B. tenagophila ndo

ndo infectada por infectada por 8. mansoni
S. mansoni
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Observamos que em média 8,2 miracidios, dos 10 adicionados no canal C foram
atraidos para a camara A, onde estava o extrato da glindula do albumen de B. tenagophila
ndo infectada. Houve portanto 82% de atragdo miraxonal. Dos miracidios restantes, em
média, 18% migraram para a cimara B, onde havia SCW de B. tenagophila nio infetada
por S. mansoni. Nenhum deles permaneceu no canal C (Tabela 18, Figura 18).

No décimo nono grupo experimental realizado foram adicionados aos compartimentos

do aparato de vidro:

Camara A Canal C Camara B

Extrato da glandula

do albimen de SCW de
B. tenagophila 10 miracidios B. tenagophila
ndo infectada por SJ infectada por
S.mansoni S. mansoni

Observamos que em média 8,8 miracidios foram atraidos para a cdmara A, onde
estava o extrato da glandula do albumen de B. tenagophila ndo infectada. Houve portanto
88% de atragdo miraxonal . Dos miracidios restantes, 12% migraram para a cimara B, onde
havia SCW de B. tenagophila infectada por §. mansoni. Nenhum deles permaneceu no

canal C (Tabela 19, Figura 19).

No vigeésimo grupo experimental realizado foram adicionados aos compartimentos do

aparato de vidro:

Camara A Canal C Camara B

Extrato da glandula da
glandula do albumen de B. 10 miracidios SJ SCW de B. tenagophila ndo

tenagophila infectada por S. infectada por S.mansoni
mansoni
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Observamos que em média, 8,3 miracidios foram atraidos para a cimara A, onde
estava o extrato da glindula do albamen de B. tenagophila infectadas por S. mansoni.
Houve portanto 83% de atragdo miraxonal. Dos miracidios restantes, 17% migraram para a
cdmara B, onde havia SCW de B. tenagophila nio infectada por §. mansoni. Nenhum deles
permaneceu no canal C (Tabela 20, Figura 20).

No wvigésimo primeiro grupo experimental realizado foram adicionados aos

compartimentos do aparato de vidro:

Cémara A Canal C Cémara B
Extrato da glandula
do albumen de SCW de
B. tenagophila 10 miracidios B. tenagophila
infectada por SJ infectada por
S.mansomni S. mansoni

Observamos que em média, 8,2 miracidios, dos 10 adicionados no canal C foram
atraidos para a cdmara A, onde estava o extrato da gldndula do albumen de B. tenagophila
infectada. Houve portanto 82% de atragdo miraxonal. Dos miracidios restantes, 18%
migraram para a camara B, onde estava a SCW de B. tenagophila infectada, havendo
portanto 18% de atragdo miraxonal. Nenhum deles permaneceu no canal C (Tabela 21,
Figura 21).

No vigésimo segundo grupo experimental realizado foram adicionados aos

compartimentos do aparato de vidro:

Camara A Canal C Camara B

Extrato da glandula
do albumen de
B. glabrata 10 miracidios agua
ndo infectada por SJ
S. mansoni
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Observamos que em média 8,5 miracidios, dos 10 adicionados no canal C migraram
para a cdmara A, onde estava o extrato da glindula do albimen de B. glabrata sadia, o que
corresponde a 85% de atragdo miraxonal. Do restante, 1,5 migraram em dire¢do a cdmara B,
onde havia somente agua, havendo portanto 15% de atragdo miraxonal. Nenhum deles

permaneceu no canal C (Tabela 22, Figura 22).

No vigésimo terceiro grupo experimental realizado foram adicionados aos

compartimentos do aparato de vidro:

Camara A Canal C Camara B

Extrato da glandula
do albumen de

B. glabrata 10 miracidios agua
infectada por BH
S. mansoni

Observamos que em média 7,5 miracidios dos 10 adicionados no canal C foram
atraidos para a cdmara A, onde estava o extrato da glandula do albimen de B. glabrata
infectada. Houve portanto 75% de atragdo miraxonal. Do restante, uma média de 2,4
miracidios migraram para a cimara B, onde havia apenas agua, o que corresponde & 24% de
atragdo miraxonal. Apenas 1% permaneceu no canal C (Tabela 23, Figura 23).

No vigésimo quarto grupo experimental realizado foram adicionados aos

compartimentos do aparato de vidro:

Camara A Canal C Camara B

Extrato da glandula

do albiumen de SCW de
B. glabrata 10 miracidios B. glabrata
ndo infectada por BH ndo infectada por

S.mansoni S.mansoni
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Observamos que em média 7,8 miracidios, dos 10 adicionados no canal C foram
atraidos para a camara A, onde estava 0 extrato da glandula do albamen de B. glabrata nio
infectada. Houve portanto 78% de atragdo miraxonal. Dos miracidios restantes, em média,
22% mugraram para a cimara B, onde havia SCW de B. glabrata sadia e nenhum deles

permaneceu no canal C (Tabela 24, Figura 24).

No vigesimo quinto grupo experimental realizado foram adicionados aos

compartimentos do aparato de vidro:

Camara A Canal C Céamara B

Extrato da gldndula

do albimen de SCW de
B. glabrata 10 miracidios B. glabrata
infectada por BH ndo infectada por
S.mansoni S.mansoni

Observamos que em média 7,9 miracidios foram atraidos para a cimara A, onde
estava o extrato da gldndula do albimen de B. glabrara nio infectada. Houve portanto 79%
de atragdo miraxonal. Dos miracidios restantes, 21% migraram para a cdmara B, onde havia
SCW de B. glabrata sadia. Nenhum deles permaneceu no canal C (Tabela 25, Figura 25).

No vigésimo sexto grupo experimental foram adicionados aos compartimentos do

aparato de vidro:

Camara A Canal C Camara B

Extrato da glandula

do albumen de SCW de
B. glabrata 10 miracidios B. glabrata
ndo infectada por BH infectada por

S.mansoni S.mansoni
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Observamos que em média, 7,4 miracidios foram atraidos para a cimara A, onde
estava o extrato da glandula do albiumen de B. glabrata nio infectada. Houve portanto, 75%
de atargdo miraxonal. Dos miracidios restantes, 25% migraram para a camara B, onde estava
a SCW de B. glabrata infectada. Apenas 1% permaneceu no canal C (Tabela 26, Figura 26).
No vigésimo sétimo grupo experimental foram adicionados aos compartimentos do

aparato de vidro:

Camara A Canal C Camara B

Extrato da glandula

do albamen de SCW de
B. glabrata 10 miracidios B. glabrata
infectada por BH infectada por
S.mansoni S.mansoni

Observamos que em média, 8,3 miracidios, dos 10 adicionados no canal C foram
atraidos para a cdmara A, onde estava o extrato da glindula do albiimen de B. glabrata
infectada. Houve portanto 83% de atragdo miraxonal. Dos miracidios restantes, 1,7
migraram para a cdmara B, onde a SCW de B. glabrata infectada, havendo portanto 17% de

atragdo miraxonal. Nenhum deles permaneceu no canal C (Tabela 27, Figura 27).
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3.2) ANALISE AUTOMATICA DE AMINOACIDOS

3.2.1) Anéalise do conteido de aminoacidos livres na hemolinfa de B. glabrata ¢ B.

tenagophila sadias ou infectadas por S. #mansoni:

O padrio contendo 35 componentes, incluindo aminoacidos e derivados de
aminoacidos, revelou uma boa separacdo de cada um deles (Anexo 2, Figura 1, Pag. 28). Os
aminoacidos livres foram determinados nas amostras de hemolinfa de B. glabrata e B.
tenagophila sadias ou infectadas por S. mansoni. Os perfis de eluigdo das amostras sdo
mostradas nas figuras 2 a 5 (Anexo 2, Pags. 29 a 32). De um modo geral, todos os
aminoacidos encontrados foram identificados satisfatoriamente, tendo como referéncia o
padrio (Figura 1, Anexo 2).

Na hemolinfa de B. glabrata sadias (HBgS) foram encontrados 28 componentes,
enquanto que na hemolinfa de B. glabrata infectadas por S. mansoni foram encontrados 31
(Tabela 28), incluindo aminoacidos livres e derivados.

De um modo geral, observamos haver um aumento da concentragdo de aminoacidos
livres na hemolinfa de moluscos infectados por S. mansoni (HBgl), em relagdo a hemolinfa
de moluscos sadios (HBgS). Os componentes Cis, NH3, e Cyst apresentaram concentragdes
menores na HBgl que na HBgS. Os componentes AAB, Arg, Cam e HyPro foram
encontrados somente na hemolinfa dos moluscos infectados (HBgl).

Na hemolinfa de B. tenagophila sadios (HBtS) foram encontrados 28 componentes,
enquanto que na hemolinfa de B. tenagophila infectadas por 8. mansoni (HBtI) foram
encontrados 33 (Tabela 28).

Segundo os resultados obtidos, pudemos observar uma redugdo do contetido dos
componentes encontrados na hemolinfa (aminoacidos livres ¢ derivados) de B. tenagophila

infectadas (HBtl) em relagdo ao encontrado na hemolinfa dos moluscos sadios. Os
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componentes HyLys2, 3MH, AAD, Carn e Cit foram encontrados somente na hemolinfa
dos moluscos infectados por . mansoni. Os demais apresentaram redugdo ou concentragdes

semelhantes a HBtS (Tabela 28, Figuras 4 ¢ 5, Anexo 2).

3.2.2) Analise do contetdo de aminoacidos livres na agua de condicionamento (SCW) de B.

glabrata e B. tenagophila sadias ou infectadas por 8. mansoni:

Os componentes (aminoacidos livres e derivados) foram identificados nas amostras de
agua de condicionamento (SCW) de B. glabrata e B. tenagophila sadios ou infectados por
S. mansoni. Os perfis de cluigdo das amostras sdo mostrados nas figuras 6 a 9 (Anexo 2,
pags 33 a 36). De um modo geral, todos os aminoacidos foram identificados
satisfatoriamente, tendo como referéncia o padrdo (Figura 1, pag. 28, Anexo 2).

Na SCW de B. glabrata sadias (HBgS) foram encontrados 19 componentes
(aminoacidos livres e derivados), enquanto que na SCW de B. glabrata infectadas por S.
mansoni foram encontrados 17 (Tabela 29).

De um modo geral, observamos haver uma diminui¢do da concentragdo dos
componentes encontrados na agua de condicionamento (SCW) de B. glabrata e B.
tenagophila infectados por S. mansoni em relagdo as concentragdes encontradas na SCW
desses moluscos ndo infectados pelo parasita.

Os componentes B-Ala, Arg, AAB, Met, Cys, Ile, Leu, Hylys-1, Hylys-2, Phe e Lys
foram encontrados em menor concentrag¢do na amostra de SCW de B. glabrata infectadas
por S. mansoni em relagdo aos valores encontrados na amostra de SCW de B. glabrata
sadias. Os componentes PSer, Ser, Asn, Ala e Cyst foram encontrados somente na SCW de
B. glabrata sadias e os componentes NH3 e Thr foram encontrados somente na SCW de B.
glabrata infectadas por 8. mansoni.

Ao compararmos as amostras de SCW de B. glabrata sadias (WBgS) e infectadas por

S. mansoni (WBgl) verificamos que o componente Rg-2 foi encontrado em maior
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concentragdo €rn ambas as amostras, ou seja, de 397,01 umoles/250 mL de dgua (SCW) na
WBgS e de 331,56 umoles/250 mL de agua na WBgl (Tabela 29, Figuras 6 ¢ 7, Anexo 2).
Segundo informagdes obtidas da Waters, os componentes Rg-1 e também RG-2 seriam
reagentes de derivativagdo (derivados de aminoacidos).

Os componentes Val, Met, Leu e Hylys-1 foram encontrados em menor concentragio
na SCW de B. #enagophila infectadas por §. mansoni em relagdo a SCW de B. tenagophila
sadias. Os componentes Glu, AAD, GABA, Cit, 3-MH, AAB, Cyst, Ile, Phe, Trp e Lys
foram encontrados somente na SCW de B. tenagophila sadias e os componentes PSer, Ser,
Asn, Gly, NH3, Thr, Ala e Hylys-2 foram encontrados somente na amostra de SCW de B.
tenagophila infectados por S. mansoni.

Observamos haver um aumento significativo na concentra¢do de alguns componentes
na SCW de B. fenagophila infectados por §. mansoni em relagio ao encontrado na SCW de
B. tenagophila sadias. Os referidos componentes, relacionados em ordem decrescente, sido

0s seguintes:

Aminoacidos livres ou WBtS WBtl
derivados
Tyr 3,50 957.64
Rg-2 29,95 359.16
Cys 5,87 107,20

* concentragdo dada em pmoles/250 mL de agua
O aminoécido livre Asn foi encontrado somente na WBtI, na concentragdo de 206,82

umoles/250 mL de agua de condicionamento (SCW).
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3.2.3) Analise do conteudo de aminoacidos livres no extrato da glindula do albamen dos

moluscos infectados ou nio pelo . mansoni:

Estudamos o contettdo de aminoacidos livres nas amostras de glandula do albaimen de
B. glabrata sadias ou infectadas por 8. mansoni e nas amostras de B. tenagophila sadias ou
infectadas por 8. mansoni. As amostras foram denominadas da seguinte forma: - Extrato da
glandula do albumen de B. glabrata sadias, GABgS; - Extrato da glidndula do albimen de B.
glabrata infectadas por S. mansoni, GABgl; - Extrato da glindula do albiumen de B.
tenagophila sadias, GABtS; - Extrato da glindula do albumen de B. tenagophila infectadas
por 8. mansoni, GABtL.

A analise automatica dos aminoacidos livres das amostras de glandula do albumen de
B. glabrata sadias ou infectadas por 8. mansoni mostrou os seguintes resultados:

1) Em GABgS observamos um total de 4 componentes ¢ em GABgI, um total de 5
componentes, incluindo aminoacidos livres e derivados (Tabela 30, Figuras 10 e 11, Anexo
2, pags. 37 e 38);

2) O aminodcido livre Asp variou de 8,49 umoles/100 mL (GABgS) para 57,65 p
moles/100 mL em GABgl;

3) O aminoacido livre Orn variou de 14,22 pmoles/100 mL (GABgS) para 1,79 n
moles/100 mL em GABgl;
4) Os aminoicidos PSer ¢ Lys foram encontrados em ambas as amostras ¢ o
componente RG-2 foi encontrado somente em GABgS.
A analise automatica de aminoacidos livres do extrato da glandula do albumen de B.
tenagophila sadios ou infectados por S. mansoni mostrou os seguintes resultados:
1) Em GABtS observamos um total de 7 componentes e em GABtlL, um total de 5

componentes, incluindo aminoacidos livres e derivados (Tabela 30, Figuras 12 ¢ 13, Anexo

2, pags. 39 e 40);
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2) O aminoacido livie Asp variou de 46,56 umoles/100 mL (GABtS) para 6,96 p
moles/100 mi. em GABtI;

3) O aminoacido His foi encontrado na concentragdo de 38,8 umoles/100 mL em

GABIS e esteve ausente em GABtI;

4) Os aminoacidos PSer, B-Ala, Cys e Leu e o componente RG-1 foram encontrados

nas duas amostras em concentragdes semelhantes.

3.3) Eletroforese em gel de poliacrilarnida (SDS-Page) das amostras de hemolinfa de B.

glabrata e B. fenagophila infectados ou ndo pelo 8. mansoni:

Para a corrida eletroforética foram adicionados 5 ul das amostras de hemolinfa de B.
glabrata ou B. tenagophila sadias ou infectadas por 8. mansoni nos compartimentos da
placa de gel. A concentragdo proteica das amostras de hemolinfa foi em média de 15 mg/ml.
O padrio de peso molecular usado esta citado na legenda da Figura 29.

Obtivemos um bom perfil de bandas, permitindo a visualizagdo geral das fragdes
proteicas encontradas nas quatro amostras de hemolinfa testadas (Figura 29). Observamos
algumas bandas nitidas, entre 40 a 66 Kda em todas as amostras de hemolinfa testadas.
Acima de 66 Kda, encontramos varias outras bandas, que foram visualizadas com maior
nitidez nas amostras de hemolinfa de B. glabrata sadias (BgS) e de B. glabrata infectadas
(Bgl), nas amostras de hemolinfa de B. renagophila sadias (BtS) ¢ de B. tenagophila
infectada (Btl) observamos algumas bandas nesta faixa de peso molecular, com menor
nitidez.

As amostras de hemolinfa de B. glabrata sadias (BgS) e de B. glabrata infectadas por
S. mansoni (Bgl) apresentaram perfis idénticos, com bandas bem definidas. O mesmo nio
parece ter ocoirrido com as amostras de hemolinfa de B. renagophila sadias (BtS) ou

infectadas por 8. mansoni (Btl). Algumas fragdes de peso molecular entre 24,0 e 45,0 Kda,
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presentes na hemolinfa de B. tenagophila sadias (BtS) estiveram ausentes na hemolinfa

desses moluscos infectados (BtI).
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3.4) Cromatografia de exclusdo molecular da hemolinfa de moluscos infectados ou néo pelo

S. mansoni:

A cromatografia de exclusdo molecular foi feita sob gradiente isocratico em tampdo
fosfato pH 7.2, em coluna SW-300 (LC-650 E, da Waters).

Inicialmente fizemos um teste para padronizagdo das condigdes a serem utilizadas na
analise cromatografica (Figura 30). Para esse teste utilizamos a amostra de hemolinfa de B.
glabrata nio infectada por 8. mansoni (HBgS), e concluimos que as condigdes ideais para a
cromatografia dessas amostras seria: fluxo de 0,2 ml por minuto, densidade dptica de 280
nm ¢ absorbdncia 1.

Posteriormente, fizemos a cromatografia da amostra de hemolinfa de B. glabrata
sadia (HBgS), nas condigbes pré-estabelecidas Na primeira corrida, utilizamos 100ul da
amostra ¢ a densidade Optica de 280 nm (Figura 31). Na segunda, mantivemos as mesmas
condigdes ¢ na terceira, utilizamos 200 ul da amostra ¢ a mesma densidade optica, de 280
nm. Nas trés corridas observamos haver predominincia de uma fragdo, eluida no primeiro
pico, correspondente a hemoglobina ¢ outras fragdes menores, provavelmente sub-fragdes da
hemoglobina ou outras proteinas de baixo peso molecular.

Em seguida fizemos a cromatografia de exclusio molecular da amostra de hemolinfa
de B. glabrata infectada por S. mansoni (HBgl), utlizando as condi¢des padronizadas.
Realizamos trés aplicagoes da amostra. O resultado da primeira aplicagdo da amostra esta
apresentado na Figura 32. Nas trés corridas realizadas observamos haver predominéncia da
fragdo eluida nos primeiros picos, correspondentes 4 molécula de hemoglobina e outras
pequenas fragdes, semelhante aos resultados encontrados com a amostra de hemolinfa de B.
glabrata sadias (HBgS).

Posteriormente, fizemos a cromatografia de exclusdo molecular da amostra de

hemolinfa de B. tenagophila sadia (HBtS), seguindo as mesmas condigdes previamente
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padronizadas. Foram realizadas trés aplicagdes da amostra. O resultado da segunda
aplicagio esta apresentado na Figura 33. Nas trés corridas realizadas observamos também
haver um predominio da fragéo eluida nos primeiros picos, corrrespondente & hemoglobina e
as demats fragOes pequenas, semelhantes as outras amostras de hemolinfa testadas.

Depois disso, fizemos a cromatografia de exclusio molecular da amostra de
hemolinfa de B. tenagophila infectadas por S. mansoni (HBtl), seguindo as condiges
padronizadas. Como nos experimentos anteriores, realizamos trés aplicagdes da amostra.
Nas trés aplicagoes obtivemos perfil semelhante ao encontrado nas demais amostras de
hemolinfa testadas. Houve predominio da fragdo eluida nos primeiros picos, correspondente

a hemogiobina, e as outras fragdes menores. O resultado da primeira corrida esta

apresentado na Figura 34,

3.4.1) Teste da atividade biologica das fragdes da cromatografia - Atragdo miraxonal:

Escolhemos como atividade biolOgica a atragdo miraxonal em substituigdo ao teste de
hemaglutinag@o de hemaceas por essa atividade ser reconhecida nas duas espécies de
moluscos estudados ¢ pela sua relevincia na complementagdo de nossos dados
experimentais.

Procedemos o teste de atragdo miraxonal em cada uma das fragdes cromatograficas da
hemolinfa de B. glabrata ¢ de B. tenagophila infectadas ou ndo pelo S. mansoni.
Observamos haver atragdo miraxonal em todas as fragdes (Figuras 36 4 67).

Fizemos também trés grupos controle: *Teste de atragdo miraxonal frente: 1) a OVA
(Ovalbumina), proteina ndo relacionada a hemolinfa, 2) ao tampdo fosfato pH 7.2, usado
como solvente, ¢ 3) a agarose, usada como substrato para as amostras de hemolinfa (Figuras
91 4 93). Observamos haver 75% de atragic miraxonal frente 8 OVA (Figura 68); o tampéo

fosfato e a agarose ndo apresentaram a atividade de atragdo miraxonal (Figuras 69 e 70).
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Esses resultados foram confirmados com a analise estatistica de nossos resultados (Anexo 1,

pags. 7a 13).

3.4.2) Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-Page) das fragdes de cromatografia da

hemolinfa dos moluscos sadios ou infectados pelo . mansoni:

Inicialmente fizemos a eletroforese em gel de poliacrilamida das fragdes de
cromatografia de exclusdo molecular da hemolinfa de B. glabrata ndo infectada por 8.
mansoni (HBgS). Para a comrida eletroforética foram adicionados 5 pl da amostra de
hemolinfa de B. glabrata sadias ¢ a mesma quantidade de cada uma das fragdes
cromatograficas. A concentragio média estimada de proteinas na amostra de hemolinfa foi
de 15 mg/ mi. O padrio de peso molecular utilizado esta descrito na legenda da Figura 35.

Tivemos dificuldades para a diluigdo das amostras correspondentes as fragdes
cromatograficas liofilizadas e tentamos utilizar varios métodos para solucionar o problema,
incluindo a tentativa de um gradiente. Procuramos mudar o tipo de coloragdo, para verificar
as fragdes que haviamos procurado solubilizar haviam se dissolvido e se a visualizagdo das
bandas seria melhor.

Quanto a hemolinfa total de B. glabrata sadias encontramos um perfil semethante ao
encontrado anteriormente na eletroforese em SDS-PAGE. Obtivemos um bom perfil das
bandas correspondentes as fragdes proteicas (Figura 35). Quanto ao perfil proteico
encontrado nas fragdes cromatograficas da hemolinfa de B. glabrata sadias (HBgS),
observamos a presenga de bandas proteicas em todas as fragdes cromatograficas testadas. No
entanto, devido & utilizagdo da coloragdo por prata ndo foi possivel distingui-las com
seguranga. Foram testadas sete amostras, uma correspondente 4 hemolinfa total (Hem) e as
outras seis correspondentes as fragdes da cromatografia de exclusdo molecular da hemolinfa
de B. glabrata sadias (HBgS). Na verdade, foram isoladas oito fragdes atraves da

cromatografia dessa amostra, mas duas delas foram impossiveis de serem dissolvidas.
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Ao realizarmos a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das fragdes da
cromatografia da hemolinfa de B. glabrata infectadas (HBgl), da hemolinfa de B.
tenagophila sadias (HBtS) ¢ da hemolinfa de B. tenagophila infectada (HBtl) ndo
obtivemos um perfil satisfatorio de bandas de peso molecular correspondentes as fragGes
cromatograficas. Suspettamos que a dificuldade de visualizagdo das bandas tenha ocorrido
devido a quantidade minima de proteina existente em cada fragéo, e que isso tenha ocorrido
devido ao tampdo utilizado para as corridas da cromatografia de exclusio molecular, o

tampdo-fosfato pH 7.2 (ndo mostrado).
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Fig. 1
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FIGURAS 1 E 2: Estudo da atraciio muiraxonal frente a B. glabrata sadia (Fig. 1) ou
infectada por 8. mansoni (Fig. 2} Eixo X: A(BgS) = Cdmara A, onde era colocado o
molusco sadio; A(Bgl) = Camara A, onde era colocado o molusco infectado; C(BH)= canal
C, onde eram adicionados os miracidios BH; B(A)= Camara B, onde continha agua.Eixo Y:
Média do namero de miracidios encontrados nas cdmaras A ou B ou no canal C e o desvio
padr@o.
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Fig. 3
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FIGURAS 3 E 4: Estudo da atragio miraxonal frente a agua de condicionamento (SCW) de
B. glabrara sadias (Fig. 3) ou infectadas por 8. mansoni (Fig. 4) Eixo X: A(WBgS) =
Camara A, onde era depositada a SCW de B. glabrata sadia; A(WBgl) = Camara A, onde
era depositada a SCW de B. glabrata infectada C(BH) = canal C, onde eram adicionados os
miracidios BH; B(A) = Cimara B, onde continha agua Eixo Y: Média do nimero de
miracidios encontrados nas cdmaras A ou B ou no canal C e o desvio padrio.
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Fig. 5
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FIGURAS 5 E 6. Estudo da atragdo miraxonal frente & B. fenagophila sadias (Fig. 5) ou
infectadas por S. mansoni (Fig, 6) Eixo X: A(BtS) = Camara A, onde era depositada B.
tenagophila sadia; A(Btl) = Cimara A, onde era depositada B. tenagophila infectada,
C(BH) = canal C, onde eram adicionados os miracidios BH; B(A) = Cdmara B, onde
continha dgua.Eixo Y. Média do numero de miracidios encontrados nas cimaras A ou B ou
no canal C e o desvio padrio.
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Fig. 7

Numero Médio de Miracidios

B Média
B D. Padrdo
A{WBtS} c(SJ) B(A)
Fig. 8
10 +
w 9+
2
k]
g
=
L+ s 2w
'g B Média
§ 4 D. Padrao
=
e
Q@
E
=1
2

A(WBt]) c(sJ) B(A)

FIGURAS 7 E 8: Estudo da atragdo miraxonal frente a agua de condicionamento (SCW) de
B. tenagophila sadias (Fig. 7) ou infectadas por 8. mansoni (Fig. 8) Eixo X. A(WBtS) =
Cémara A, onde era depositada a SCW de B. tenagophila sadia;, A(WBtI) = Camara A,
onde era depositada a SCW de B. tenagophila infectada; C(BH) = canal C, onde eram
adicionados os miracidios BH;, B(A) = Camara B, onde continha dgua Eixo Y: Média do
numero de miracidios encontrados nas cimaras A ou B ou no canal C ¢ o desvio padrio.
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Fig. 9
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FIGURAS 9 E 10: Estudo da atragdo miraxonal frente ao confronto da agua de
condicionamento (SCW) de B. glabrata e B. tenagophila sadias ou infectadas por 8.
mansoni. Eixo X(Fig. 9). A(WBgS) = Camara A, contendo SCW de B. glabrata sadia;
B(WBtI) = Camara B, contendo SCW de B. tenagophila infectada por 8. mansoni Eixo
X(Fig. 10} A(WBgl) = Cimara A, contendo SCW de B. glabrata infectada; B(WBLtS) =
Camara A, contendo SCW de B fenagophila sadia. C(BH). Canal C, onde eram
depositados miracidios BH (Figs 9 e 10). Eixo Y: Namero médio de miracidios presentes
nas cimaras A ou B ou canal C e o desvio padrio.
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Fig. 11
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FIGURA 11: Estudo da atragio miraxonal frente ao confronto da dgua de condicionamento
(SCW) de B. glabrata e B. tenagophila infectadas por S. mansoni. Eixo X: A(WBgl) =
Camara A, contendo SCW de B. glabrata infectada por 8. mansoni, B(WBtI) = Camara B,
contendo SCW de B. tenagophila infectada por S. mansoni, C(BH): Canal C, onde eram
depositados miracidios BH. Eixo Y: Nimero médio de miracidios presentes nas cimaras A
ou B ou canal C e o desvio padrio.
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Fig. 12
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FIGURAS 12 E 13: Estudo da atragdo miraxonal frente a hemolinfa de B. glabrata sadia
(Fig. 12) ou a hemolinfa de B. glabrata infectada por 8. mansoni (Fig. 13).Eixo X:
A(HBgS) = Camara A, onde era depositada a hemolinfa de B. glabrata sadia; A(HBgl) =
Camara A, onde era depositada a hemolinfa de B. glabrata infectada, C(BH)= canal C,
onde eram adicionados os miracidios BH; B(A)= Cimara B, onde continha agua Eixo Y:
Média do nimero de miracidios encontrados nas cidmaras A ou B ou no canal C e o desvio
padréo.
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Fig. 14
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FIGURAS 12 E 13: Estudo da atragdo miraxonal frente & hemolinfa de B. fenagophila
sadia (Fig. 13) ou a hemolinfa de B. tenagophila infectada por 8. mansoni (Fig. 14).Eixo
X: A(HBtS) = Camara A, onde era depositada a hemolinfa de B. fenagophila sadia;
A(HBtl) = Cémara A, onde era depositada a hemolinfa de B. tenagophila infectada;
C(8J)= canal C, onde eram adicionados os miracidios SJ; B(A)= Camara B, onde continha
agua.Eixo Y: Media do numero de miracidios encontrados nas cémaras A ou B ou no canal
C e o desvio padrio.
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Fig. 16
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FIGURAS 16 E 17: Estudo da atragdo miraxonal frente ao extrato da glandula do albumen
de B. tenagophila sadia (Fig. 16) ou ao extrato da glandula do albumen de B. tenagophila
infectada por . mansoni (Fig. 14).Eixo X: A(GABtS) = Camara A, onde era depositado o
extrato da gldndula do albimen de B. tenagophila sadia; A(GABtI) = Cimara A, onde era
depositado o extrato da glandula do albimen de B. tenagophila infectada, C(SJ)= canal C,
onde eram adicionados os miracidios SJ; B(A)= Camara B, onde continha agua.Eixo Y:
Meédia do namero de miracidios encontrados nas cimaras A ou B ou no canal C e o desvio
padréio.
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Fig. 18
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FIGURAS 18 E 19: Estudo da atragdo miraxonal frente ao extrato da glandula do albumen
de B. tenagophila sadias e a SCW de B. tenagophila sadias (Fig. 18) ou infectadas por S.
mansoni (Fig. 19).Eixo X(Fig. 18): A(GABtS),Cimara A, contendo extrato da glandula de
B. tenagophila sadia; B(WBtS), Camara A, contendo SCW de B. tenagophila sadia Eixo
X(Fig. 10):A(GABtS), Camara A, contendo extrato da glindula de B. tenagophila sadia;
B(WBtI), Camara B, contendo SCW de B. tenagophila infectada por 8. mansoni. C(SJ):
Canal C, onde eram depositados miracidios BH (Figs 18 e 19). Eixo Y: Numero médio de
miracidios presentes nas cdmaras A ou B ou canal C e o desvio padrio.
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Fig. 20
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FIGURAS 20 E 21: Estudo da atragio miraxonal frente ao extrato da glindula do albiimen
de B. tenagophila infectada por S. mansoni ¢ a SCW de B. fenagophila sadias (Fig. 20) ou
infectadas por 8. mansoni (Fig.21) Eixo X(Fig.20). A(GABtI),Cimara A, contendo o
extrato de B. tenagophila infectada; B(WBtS), Cimara A, contendo SCW de B.
tenagophila sadia.Eixo X(Fig. 21):A(GABtl), Cimara A, contendo o extrato de B.
tenagophila infectada; B(WBtI), Cimara B, contendo SCW de B. tenagophila infectada
por §. mansoni. C(8J). Canal C, onde eram depositados miracidios SJ (Figs 20 e 21). Eixo
Y: Namero médio de miracidios presentes nas cdmaras A ou B ou canal C e o desvio
padrdo.
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Fig. 22
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FIGURAS 22E 23: Estudo da atragdo miraxonal frente ac extrato da glindula do albumen
de B. glabrata sadia (Fig. 22) ou ao extrato da glindula do albumen de B. glabrata
infectada por 8. mansoni (Fig. 23) Eixo X: A(GABgS) = Camara A, onde era depositado o
extrato da gladndula do albumen de B. glabrata sadia, A(GABglI) = Camara A, onde era
depositado o extrato da glandula do albumen de B. glabrata infectada; C(BH)= canal C,
‘onde eram adicionados os miracidios SJ, B(A)y= Cimara B, onde continha &gua Eixo Y:
Média do niimero de miracidios encontrados nas cimaras A ou B ou no canal C e o desvio
padrdo.
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FIGURAS 24 E 25: Estudo da atragdo miraxonal frente ao extrato da glandula do albimen
de B. glabrata sadias (Fig. 24) ou infectadas por 8. mansoni (Fig. 25) e a SCW de B.
glabrata sadias (WBgS). Eixo X(Fig. 24): A(GABgS) = Camara A, contendo o extrato de
B. glabrata sadia; B(WBgS) = Cimara B, contendo SCW de B. glabrata sadia. Eixo X(Fig.
25y A(GABgl) = Camara A, contendo o extrato de B. glabrata infectada; B{(WBgS) =
Camara A, contendo SCW de B. glabrata sadia. C(BH). Canal C, onde eram depositados
miracidios BH (Figs 24 e 25). Eixo Y: Namero médio de miracidios presentes nas cimaras
A ou B ou canal C e o desvio padrio.
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Fig. 26
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FIGURAS 26 E 27: Estudo da atrag@o miraxonal frente ao extrato da glindula do albumen
de B. glabrata sadias (Fig. 26) ou infectadas por S. mansoni (Fig. 27) e a SCW de B.
glabrata infectada (WBgI). Eixo X(Fig. 26): A(GABgS) = Camara A, contendo o extrato
de B. glabrata sadia; B(WBgI) = Camara B, contendo SCW de B. glabrata infectada. Eixo
X(Fig. 27):A(GABgl) = Camara A, contendo o extrato de B. glabrata infectada, B(WBgl)
= Cémara A, contendo SCW de B. glabrata infectada C(BH): Canal C, onde eram
depositados miracidios BH (Figs 25 e 26). Eixo Y: Numero médio de miracidios presentes
nas camaras A ou B ou canal C e o desvio padrio.
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TABELA 28: - Concentragdes de aminoacidos livres (umoles/100 ml) na hemolinfa de
B. glabrata sadias (HBgS) ou infectadas por S. mansoni (HBgI), ¢ na hemolinfa de B.
tenagophila sadias (HBtS) ou infectadas por S. mansoni (HBtI).

Aminoacido ou

derivado HBgS HBgi HBtS HBtl
PSer 25,21 50,77 56,08 79,27
Asp 4,54 9,58 9,45 14,30
Glu 65,09 199,04 87,84 109,97
AAD 6,73 6,84 0,0 8,20
HYPro 0,0 1,22 0,0 0,0
Ser 48,07 9565 11547 96,40
ASN 53,46 881,05 158,02 335,78
Gly 42,51 71,62 1250 97,08
B-Ala 69,29 29589 119,22 47,16
His 43,73 62,54 60,08 29,16
Cit 0,0 0,0 0,0 5,02
NH,4 315,72 165,94 197,54 187,59
Thr 86,30 105,68 105,73 116,60
Ala 105,36 125,69 167,52 147,56
Carn 0.0 7,75 0,0 6,0
Arg 0,0 8,05 30,01 20,15
Met-SO, 33,03 40,48 6945 55,14
3MH 0,0 0,0 0,0 13,14
AAB 0,0 9,91 6,01 7,7
Tyr 15,04 5,79 26,61 17,22
Val 24,98 33,58 81,19 52,57
Met 3,58 6,43 9,43 11,97
Cyst 20,76 1517 11,63 7,74
Cis 306,51 273,71 317,97 301,97
RG2 138,75 115,81 137,75 133,96
lie 17,13 2280 57,68 31,01
Leu 33,19 39,83 100,23 69,18
NorLeu 236,47 248,0 254,70 214,97
HylLys1 16,10 12,48 19,96 14,13
HylLys2 15,72 12,48 0,0 15,39
Phe 22,36 2713 47,20 37,42
Trp 3,85 9,87 10,16 11,13
Orn 5,47 22,49 6,84 55,65
Lys 8,44 41,30 62,79 72,04
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TABELA 29: - Concentragdes de aminodécidos livres (umoles/250 mil) na SCW de B.
glabrata sadias (WBgS) ou infectadas por 8. mansoni (WBgl), ¢ na SCW de B.

tenagophila sadias (WBLtS) ou infectadas por S. mansoni (WBtI).

Aminoacido
ou derivado WBgS WBgl WBIS WBtl
PSer 117,67 0,0 0,0 41,83
Asp 0,0 0,0 0,0 0,0
Glu 0,0 0,0 103,38 0,0
AAD 0,0 0,0 47,30 0,0
HYPro 0,0 0,0 0,0 0,0
PEA 0,0 0,0 0,0 0,0
Ser 33,24 0,0 0,0 125,25
Asn 70,60 0,0 0,0 206,82
Gly 18,18 23,82 0,0 16,99
B-Ala 106,73 84,19 0,0 0,0
Tau 0,0 0,0 0,0 0,0
His 0,0 0,0 0,0 0,0
GABA 0,0 0,0 0,54 0,0
Cit 0,0 0,0 138,26 0,0
NH; 0,0 64,17 0,0 90,45
Thr 0,0 112,13 0,0 137,76
Ala 76,71 0,0 0,0 26,84
BAIB 44 64 45,31 0,0 0,0
Carn 0,0 0,0 0,0 0,0
Arg 22,10 7,96 0,0 0,0
Met-SO, 0,0 0,0 0,0 0,0
Pro 0,0 0,0 0,0 0,0
1-MH 0,0 0,0 0,0 0,0
3-MH 0,0 0,0 0,83 0,0
AAB 43,99 13,38 164,85 0,0
Tyr 0,0 0,0 3,50 957,64
Vai 0,0 0,0 36,22 23,35
Met 17,15 7,34 35,49 19,35
Cyst 15,60 0,0 1,30 0,0
Rg-1 0,0 13,23 0,0 0,0
Cys 3469 30,79 587 107,20
Rg-2 397,01 331,56 2495 359,16
lle 11,36 4,81 41,19 0,0
Leu 34,11 9,50 365,19 14,21
HyLys1 80,87 60,05 102,13 63,05
HyLys2 13,80 11,02 0,0 31,05
Phe 17,53 3,97 13,71 0,0
Trp 0,0 0,0 20,56 0,0
Orn 0,0 0,0 12,45 17,45
Lys 25,39 6,14 51,51 0,0
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TABELA 30: - Concentragdes de aminoacidos livres no extrato da glindula do
albtimen de B. glabrata sadias (GABgS) e infectadas por S. mansoni (GABg[), e no
extrato da gldndula do albumen de B. tenagophilasadias (GABtS) e infectadas por S.
mansoni (GABtI).

Aminoacido
ou derivado GABgS GABgl GABtS GABtI
PSer 1,89 0,56 27,23 22,06
Asp 8,49 57,65 46,56 6,96
Glu 0,0 0,0 0,0 0,0
ADD 0,0 0,0 0,0 0,0
HyPro 0,0 0,0 0,0 0,0
PEA 0,0 0,0 0,0 0,0
Ser 0,0 0,0 0,0 0,0
Asn 0,0 0,0 0,0 0,0
Gly 0,0 0,0 0,0 0,0
B-Ala 0,0 0,0 2,91 2,40
Tau 0,0 0,0 0,0 0,0
Hys 0,0 0,0 38,80 0,0
GABA 0,0 0,0 0,0 0,0
Cit 0,0 0,0 0,0 0,0
NH, 0,0 0,0 0,0 0,0
Thr 0,0 0,0 0,0 0,0
Ala 0,0 0,0 0,0 0,0
BAIB 0,0 0,0 0,0 0,0
Camn 0,0 0,0 0,0 0,0
Met-SO, 0,0 0,0 0,0 0,0
Pro 0,0 0,0 0,0 0,0
1-MH 0,0 0,0 0,0 0,0
3-MH 0,0 0,0 0,0 0,0
AAB 0,0 0,0 0,0 0,0
Tyr 0,0 0,0 0,0 0,0
Val 0,0 0,0 0,0 0,0
Met 0,0 c,0 0,0 0,0
Cyst 0,0 0,0 0,0 0,0
Rg-1 0,0 0,0 41,07 35,55
Cys 0,0 0,0 5305 49,64
Rg-2 0,0 4,36 0,0 0,0
lle 0,0 0,0 0,0 0,0
Leu 0,0 0,0 10,75 7,74
HyLys-1 0,0 0.0 0,0 0,0
HylLys-2 0,0 6,0 0,0 0,0
Phe 0,0 0,0 0,0 0,0
Trp 0,0 0,0 0,0 0,0
Orn 14,22 1,79 0,0 0,0

Lys 13,81 11,35 0,0 0,0
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PM*  BtS BgS Bgl Btl

66,0 Kda

43,0 Kda

24,0 Kda

18,4 Kda

FIGURA 28: - Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) da hemolinfa de
B. glabrata sadia (BgS), de B. glabrata infectadas (Bgl), de B. tenagophila sadia
(BtS) ¢ B. fenagophila infectada por S. mansoni (Btl). -PM: padrio de peso
molecular.

* Componentes do padriio de peso molecular:

1) B. Lactoglobulina - PM: 18,4 Kda

2) Tripsinogénio - PM: 24,0 Kda

3) Ovoalbumina - PM: 45,0 Kda

4) Albumina bovina - PM: 66,0 Kda
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FIGURA 29: - Perfil de cromatografia liquida de exclusdo molecular da hemolinfa de
B. glabrata sadias. Fig. 29(A): Foi adicionado 100 pl da amostra, com o fluxo de 0,2
ml por minuto e a densidade optica de 280 nm; Fig. 29(B): Foi adicionado 100 ul da
amostra, com o fluxo de 0,2 ml por minuto e a densidade 6ptica de 220 nm.
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FIGURA 30: - Perfil de cromatografia liquida de exclusdo molecular da hemolinfa de

B. glabrata sadia (12 aplicagdo da amostra). Foi adicionado 100 pl da amostra, com o
fluxo de 0,2 ml por minuto, a densidade Optica de 280 nm e absorbancia 1.
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FIGURA 31: - Perfil de cromatografia liquida de exclusdo molecular da hemolinfa de

B. glabrata infectada por 8. mansoni ( 12 aplicagio da amostra). Foi adicionado 100 p
1 da amostra, com o fluxo de 0,2 ml por minuto, a densidade optica de 280 nm e
absorbancia 1.
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FIGURA 32: - Perfil de cromatografia liquida de exclusdo molecular da hemolinfa de
B. tenagophila sadia (22 aplicagdo da amostra). Foi adicionado 100 pl da amostra,
com o fluxo de 0,2 ml por minuto, a densidade Optica de 280 nm e absorbéncia 1.
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FIGURA 33: - Perfil de cromatografia liquida de exciusdo molecular da hemolinfa de
B. tenagophila infectada por S. mansoni (12 aplicagdo da amostra). Foi adicionado
100 pl da amostra, com o fluxo de 0,2 ml por minuto, a densidade Optica de 280 nm e
absorbancia 1.
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FIGURA 34: - Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das fragdes da
cromatografia de exclusfio molecular da hemolinfa de B. glabrata sadia (HBgS).

* Hem: Amostra de hemolinfa de B. glabrata sadia; 1 a 6: Fragdes cromatograficas 1 a
6 da HBgS; PM*: padrio de peso molecular (estimativa).

* Componentes do padrio de peso molecular:

1) B- Lactaglobulina - PM: 18,4 Kda
2) Tripsinogénio - PM: 24,0 Kda
3) Ovoalbumina -PM: 45,0 Kda
4) Albumina bovina - PM: 66,0 Kda
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FIGURAS 36 E 37: Teste da atividade bioldgica de atragdo miraxonal frente as fragdes 1
(Fig. 36) e 2 (Fig. 37) da cromatografia de exclusdo molecular da hemolinfa de B. glabrata
sadias (HBgS). Eixo X: A(HBgS1)= Camara A, contendo a fragdo | da cromatografia da
HBgS;, A(HBgS2)= Camara A, contendo a fragdo 2 da cromatografia da HBgS; C(BH)=
Canal C onde eram depositados miracidios BH; B(A)= Camara B, onde era adicionada agua.
Eixo Y: Numero médio de miracidios presentes nas cimaras A ou B ou canal C.
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FIGURAS 38 E 39: Teste da atividade biologica de atragdo miraxonal frente &s fragdes 3
(Fig. 38) e 4 (Fig. 39) da cromatografia de exclusdo molecular da hemolinfa de B. glabrata
sadias (HBgS). Eixo X: A(HBgS3) = Camara A, contendo a fra¢do 3 da cromatografia da
HBgS; A(HBgS4) = Camara A, contendo a fragdo da cromatografia da HBgS, C(BH) =
Canal C, onde eram depositados miracidios BH; B(A) = Cimara B, onde era adicionada
agua. Eixo Y = Nimero médio de miracidios presentes nasa cdmaras A ou B ou canal C.
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FIGURAS 40 E 41: Teste da atividade biologica de atragdo miraxonal frente as fragdes 5
(Fig. 40) ¢ 6 (Fig. 41) da cromatografia de exclusdo molecular da hemolinfa de B. glabrata
sadias (HBgS). Eixo X: A(HBgS5) = Camara A, contendo a fracdo 5 da cromatografia da
HBgS; A(HBgS6) = Camara A, contendo a fragdo 6 da cromatografia da HBgS; C(BH) =
Canal C, onde eram depositados miracidios BH; B(A) = Camara B, onde era adicionada
agua. Eixo Y = Numero médio de miracidios presentes nas cdmaras A, B ou canal C.
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FIGURAS 42 E 43: Teste da atividade biologica de atragdo miraxonal frente as fragdes 7
{(Fig. 42) e 8 (Fig. 43) da cromatografia de exclusdo molecular da hemolinfa de B. glabrata
sadias (HBgS). Eixo X: A(HBgS7) = Camara A, contendo a fragdo 7 da cromatografia da
HBgS;, A(HBgS8) = Camara A, contendo a fragdo 8 da cromatografia da HBgS; C(BH) =
Canal C, onde eram depositados miracidios BH; B(A) = Cimara B, onde era adicionada
agua. Eixo Y: Numero médio de miracidios presentes nas cdmaras A ou B ou canal C.
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FIGURAS 44 E 45: Teste da atividade biologica de atragdo miraxonal frente as fragdes 1
(Fig. 44) e 2 (Fig. 45) da cromatografia de exclusdo molecular da hemolinfa de B. glabrata
infectadas por 8. mansoni(HBgl). Eixo X: A(HBgll) = Cimara A, contendo a fragiio 1 da
cromatografia da HBgl; A(HBgl2) = Camara A, contendo a fragdo 2 da cromatografia da
HBglI, C(BH) = Canal C, onde eram depositados miracidios SJ; B(A) = Céamara B, onde era
adicionada dgua. Eixo Y: Numero médio de miracidios presentes nas cdmaras A ou B ou
canal C.



80

Fig. 46
10 + e
® 9
e
k)]
k7]
£
=
-]
'g B Média
§ ED. Padrido
=
e
]
e
=5
Z
A{HBgt3) C(SJ) B(A}
Fig. 47
10 ¢
/)]
o
=]
[}
£
=
@
'g Bl Meédia
§ & D. Padrao
=
e
Q
&
]
-

A(HBg4) C(SJ} B(A)

FIGURAS 46 E 47: Teste da atividade biologica de atragio miraxonal frente as fragdes 3
(Fig. 46) e 4 (Fig. 47) da cromatografia de exclusio molecular da hemolinfa de B. glabrata
infectadas por S. mansoni (HBgl). Eixo X: A(HBgI3) = Camara A, contendo a fragdo 3 da
cromatografia da HBgI; A(HBgl4) = Camara A, contendo a fragdo 4 da cromatografia da
HBgl; C(8J) = Canal C, onde eram depositados miracidios SJ; B(A) = Cdmara B, onde era
adcionada agua. Eixo Y: Numero médio de miracidios presentes nas cdmaras A ou B ou
canal C.
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FIGURAS 48 E 49: Teste da atividade biologica de atragio miraxonal frente as fragdes 5
(Fig. 48) ¢ 6 (Fig. 49) da cromatografia de exclusdo molecular da hemolinfa de B. glabrata
infectada por .S. mansoni (HBgl) Eixo X: A(HBglI5) = Cimara A, contendo a fragio 5 da
cromatografia da HBgl; A(HBgl6) = Cimara A, contendo a fragdo 6 da cromatografia da
HBgI, C(SJ): Canal C, onde eram depositados miracidios SJ; B(A) = Camara B, onde era
adicionada 4gua. Eixo Y = Nimero meédio de miracidios presentes nas cdmaras A ou B ou
canal C.
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FIGURAS 50 E 51: Teste da atividade biologica de atragdo miraxonal frente as fragGes 7
(Fig. 50) ¢ 8 (Fig. 51) da cromatografia de exclusdo molecular da hemolinfa de B. glabrata
infectada por 8. mansoni (HBgI). Eixo X: A(HBgl7) = Cimara A, contendo a fragdc 7 da
cromatografia da HBgl; A(HBgl8) = Cimara A, contendo a fragio 8 da cromatografia da
HBgl; C(8J) = Canal C, onde eram depositados miracidios SJ; B(A) = Camara B, onde era
adicionada agua. Eixo Y: Numero médio de miracidios presentes nas cdmaras A ou B ou
canal C.
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FIGURAS 52 E 53: Teste da atividade biologica de atragdo miraxonal frente as fragdes 9
(Fig. 52) ¢ 10 (Fig. 53) da cromatografia de exclusio molecular da hemolinfa de B.
glabrata infectadas por 8. mansoni (HBgI) Eixo X: A(HBgI9) = Cimara A, contendo a
fragdo 9 da cromatografia da HBgl, A(HBglI10) = Camara A, contendo a fragdo 10 da
cromatografia da HBgl, C(SJ) = Canal C, onde eram depositados miracidios SJ; B(A) =
Camara B, onde era adicionada agua Eixo Y: Numero médio de miracidios presentes nas
camaras A ou B ou canal C.
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FIGURAS 54 E 55: Teste da atividade biologica de atragiio miraxonal frente as fragdes 1
(Fig. 54) e 2 (Fig. 55) da cromatografia de exclusio molecular da hemolinfa de B.
tenagophila sadia (HBtS). Eixo X: A(HBtS1) = Camara A, contendo a fragio 1 da HBtS;
A(HBtS2) = Camara A, contendo a fraciic 2 da HBtS;, C(SJ) = Canal C, onde eram
depositados miracidios SJ, B(A) = Camara B, onde era adicionada agua. Eixo Y: Namero
médio de miracidios presentes nas cdmaras A ou B ou canal C.
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FIGURAS 56 E §7: Teste da atividade biologica de atragio miraxonal frente as fragdes 3
(Fig. 56) ¢ 4 (Fig. 57) da cromatografia de exclusdo molecular da hemoilinfa de B.
tenagophila sadia (HBtS). Eixo X: A(HBtS3) = Cémara A, contendo a fragdo 3 da HBtS;
A(HBtS4) = Camara A, contendo a fragdo 4 da HBtS, C(S8J) = Canal C, onde eram
depositados miracidios SJ; B(A) = Cdmara B, onde era adicionada 4gua. Eixo Y: Namero
médio de miracidios presentes nas cdmaras A ou B ou canal C.
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FIGURAS 58 E 39: Teste da atividade biologica de atragdo miraxonal frente as fragdes 5
(Fig. 58) e 6 (Fig. 59) da cromatografia de exclusio molecular da hemolinfa de B.
tenagophila sadia (HBtS). Eixo X: A(HBtSS) = Camara A, contendo a fragio 5 da
cromatografia da HBtS; A(HBtS6) = Camara A, contendo a fra¢do 6 da cromatografia da
HB(S; C(SJ) = Canal C, onde eram depositados miracidios SJ; B(A) = Cémara B, onde era
adicionada agua. Eixo Y: Nomero médio de miracidios presentes nas cdmaras A ou B ou
canal C.
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FIGURAS 60 E 61: Teste da atividade biologica de atragdo miraxonal frente as fragdes 7
(Fig. 81) e 8 (Fig. 82) da cromatografia de exclusic molecular da hemolinfa de B.
tenagophila sadia (HBtS). Eixo X: A(HBtS7) = Camara A, contendo a fragdo 7 da
cromatografia da HBtS; A(HBtS8) = Camara A, contendo a fra¢do 8 da cromatografia da
HBtS; C(8J) = Canal C, onde eram depositados miracidios 8J; B(A) = Cdmara B, onde era
adicionada agua. Eixo Y: Numero médio de miracidios presentes nas cdmaras A ou B ou
canal C.
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FIGURAS 62 E 63: Teste da atividade biologica de atragdo miraxonal frente as fragdes |
(Fig. 62) e 2 (Fig. 63) da cromatografia de exclusio molecular da hemolinfa de B.
tenagophila infectada por S. mansoni (HBtI). Eixo X: A(HBtI1) = Camara A, contendo a
fragdo 1 da cromatografia da HB¢l; A(HBtI2) = Cimara A, contendo a fragdo 2 da
cromatografia da HBtI; C(8J) = Canal C, onde eram depositados miracidios SJ; B(A) =
Camara B, onde era adicionada agua. Eixo Y: Numero médio de miracidios presentes nas
camaras A ou B ou canal C.
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FIGURAS 64 E 65: Teste da atividade biologica de atragdo miraxonal frente as fragdes 3
(Fig. 64) ¢ 5 (Fig. 65) da cromatografia de exclusdo molecular da hemolinfa de B.
fenagophila infectada por S. mansoni (HBtI). Eixo X: A(HBtI3) = Cimara A, contendo a
fracio 3 da cromatografia da HBtl, A(HBtIS) = Cimara A, contendo a fragio 5 da
cromatografia da HBtI, C(8J) = Canal C, onde eram depositados miracidios SJ;, B(A) =
Camara B, onde era adicionada agua. Eixo Y: Numero médio de miracidios presentes nas
camaras A ou B ou canal C.
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FIGURAS 66 E 67: Teste da atividade biologica de atragdo miraxonal frente as fragtes 6
(Fig. 66) e 8 (Fig. 67) da cromatografia de exclusio molecular da hemolinfa de B.
tenagophila infectada por 8. mansoni (HBtl). Eixo X: A(HBtl6) = Cimara A, contendo a
fragdio 6 da cromatografia da HBtI;, A(HBtI8) = Cimara A, contendo a fragio 8 da
cromatografia da HBtl, C(SJ) = Canal C, onde eram depositados miracidios SJ; B(A) =
Camara B, onde era adicionada agua. Eixo Y: Namero médio de miracidios presentes nas
camaras A ou B ou canal C.
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FIGURAS 68 E 69: Teste da atividade bioldgica de atragdo miraxonal frente as fragdes 10
(Fig. 68) e 12 (Fig. 69) da cromatografia de excluso molecular da hemolinfa de B.
tenagophila infectada por S. mansoni (HBtI). Eixo X: A(HBtI10) = Cimara A, contendo
a fragdo 10 da cromatografia da HBtI; A(HBt112) = Cimara A, contendo a fra¢do 12 da
cromatografia da HBtI; C(SJ) = Canal C, onde eram depositados miracidios SI; B(A) =
Camara B, onde era adicionada agua. Eixo Y: Namero médio de miracidios presentes nas
cdmaras A ou B ou canal C.
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FIGURAS 70 E 71 Teste da atividade biologica de atragdc miraxonal frente a
Ovoalbumina {(OVA), Fig. 70 ¢ ao tampao fosfato (TF), Fig. 71, ambos grupos-controle do
teste de atragdo miraxonal. Eixo X: A(OVA) = Cémara A, contendo a Ovalbumina; A(TF)
= Camara A, contendo o tampdo fosfato; C(BH) = Canal C, onde eram depositados
miracidios BH; B(A) = Camara B, onde era adicionada agua. Eixo Y: Numero médio de
miracidios presentes nas cdmaras A ou B ou canal C.
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Fig. 72
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FIGURA 72: Teste da atividade biologica de atragio miraxonal frente a Agarose (AGA),
Grupo - Controle do teste de atragio miraxonal. Eixo X: A(AGA) = Cémara A, contendo a
Agarose (AGA); C(BH) = Canal C, onde eram depositados miracidios BH; B(A) = Camara
B, onde era adicionada agua. Eixo Y = Niimero médio de miracidios presentes nas camaras
A ou B ou canal C.
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4.- DISCUSSAO

A eficiéncia da relagdo parasita x hospedeiro, particularmente do §. mansoni com
seu hospedeiro invertebrado, molusco do génerc Biomphalaria, depende de diversos fatdres
associados as condigles do ecossistema, incluindo o nivel de oxigénio, os nufrientes
necessarios ao desenvolvimento do parasita, umidade, luz, calor, etc. Interferem nessa
relagdo a heranga genética do parasita e do seu hospedeiro, o que confere a ambos o grau de
especificidade. Nos trematodeos digenéticos, salvo algumas excegdes, cada espécie de
trematodeo é capaz de infectar somente algumas espécies de moluscos, normaimente do
mesmo género, encontradas em determinadas localizagbes geograficas. Embora a
especificidade do hospedeiro possa ser influenciada por fatores ecologicos, etoldgicos ou
fisioldgicos, existe um forte componente imunoldgico. Existem mecanismos especificos de
resposta imune contra a larva do trematddeo, e ao mesmo tempo, mecanismos de evaséo
desenvolvidos pelo parasita (van der Knaap & Loker, 1990).

A presenga do 8. mansoni nos moluscos planorbideos do género Biomphalaria leva a
diversas alteragdes bioquimicas, fisiolégicas e metabolicas do hospedeiro, incluindo a
participagdo dos aminoacidos livres e proteinas. Existem diversos aspectos importantes
nessa relacdo, que merecem especial atengdo. Entre eles, escolhemos estudar a atragdo
miraxonal ¢ verificar a composicdo bioquimica dos moluscos B. glabrata e B. tenagophila
submetidos ou ndo a infecgdo pelo S. mansoni, sua SCW (Snail Conditioned Water), sua

hemolinfa e glédndula do albumen.
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4.1) Estudo da atragiio miraxonal:

Verificamos haver por volta de 80% de atragio miraxonal frente aos moluscos B.
glabrata sadios, ao utilizarmos miracidios de S. mansoni de linhagem simpatrica (12 grupo
experimental, figura 1). Ao submetermos miracidios da mesma linhagem 4 moluscos B.
glabrata infectados por S. mansoni observamos apenas 20% de migragio em diregdo a
camara A, onde estava o molusco e 80 %% em diregfio a cdmara B, onde havia apenas agua.
Isto sugere haver repeléncia aos miracidios exercida pelos moluscos infectados (22. grupo
experimental, figura 2). Frente a SCW de moluscos B. glabrata sadios observamos haver
100% de atragdo miraxonal (32 grupo experimental, figura 3). O mesmo foi observado
frente 8 SCW de moluscos infectados por S. mansoni (49. grupo experimental, figura 4).
Tais resultados demonstraram haver maior atragdo miraxonal frente 8 SCW que na presenga
do molusco. Esta conclusio € concordante com a obtida por Brasio et alii (1985).

Magalhfes et alii (1993) ao estudarem o comportamento de B. glabrata infantil e
adulta exposta ao 8. mansoni com relagdo 4 atragdo miraxonal, obtiveram as seguintes
conclusdes: 1) Moluscos que continham esporocistos secundarios perderam o poder de
atragdo; 2) O efeito idade (infantil ou adulta) ndo exerceu influéncia nos resultados. Essas
observa¢des foram confirmadas estatisticamente.

No quinto grupo experimental realizado, ao submetermos miracidios SJ 4 moluscos B.
tenagophila sadios verificamos apenas 44% de atragio miraxonal (figura 5). Tal resultado
pode ser entendido, visto que esta espécie de molusco ¢ considerada genéticamente
resistente 4 infecgdo por S. mansoni se comparada a B. glabrata. Por outro lado, quando
submetemos miracidios SJ 4 SCW desses mesmos moluscos sadios, observamos 80 % de
atragdo miraxonal (79. grupo experimental, figura 7).Isto talvez ocorra devido a liberagdo de
substdncias quimioatraentes na agua, atraindo portanto mais miracidios que na presenga do

molusco. Em B. glabrata verificamos um comportamento semelhante dos miracidios, com
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relagio 4 atragdo miraxonal exercida pela SCW (Figuras 1 a 4). Brasio et alii (1985)
observaram que a SCW de B. glabrata exerceu atragdo aparentemente semelhante sobre
miracidios BH ¢ SJ. Em B. tenagophila, a SCW exerceu atragdo mais intensa sobre os
miracidios simpatricos.

Curiosamente, no sexto grupo experimental realizado, ao submetermos miracidios SJ
aos moluscos B. tenagophila infectados por §. mansoni verificamos haver 70 % de atragdo
miraxonal, comparados aos 44% de atragdo miraxonal obtidos frente ao molusco sadio
(Figura 6). Nossos resultados demonstraram que moluscos B. fenagophila infectados por S.
mansoni ou sua SCW atraem mais miracidios da linhagem simpétrica (SJ) que os moluscos
sadios ou sua SCW. O mesmo ndo ocorreu com moluscos B. glabrata infectados ou sua
SCW (Figuras 1 a 8). Podemos sugerir algumas hipoteses na tentativa de explicar a atragdo
miraxonal exercida pelos moluscos B. tenagophila infectados por S. mansoni, sua SCW e
sua hemolinfa. Inicialmente, consideremos que o molusco infectado, bem como sua
hemolinfa devem conter moléculas originadas do parasita ou moléculas sintetizadas pelo
molusco, induzidas pelo parasita. Em vertebrados ocorreria normalmente uma situagéo
inversa do que ocorreu com os moluscos B. tenagophila infectados, ou seja, havendo um
primeiro contato com um determinado antigeno (patogeno), num préximo contato, a resposta
imune seria exacerbada, a producdo de anticorpos seria maior ¢ a resposta celular seria mais
eficiente. No caso da B. fenagophila infectada pode ter ocorrido que o parasita tenha se
utilizado dos seguintes meios para mascarar a resposta imune do molusco hospedeiro: 1)
Mimetismo molecular, ou seja, a sintese de moléculas semelhantes ao hospedeiro ou 2)
Estimulagio de um mecanismo de regulagio da resposta imune, provocando a
imunossupressdo e possivelmente a liberagdo de moléculas quimioatraentes pelos moluscos
no meio (agua), atraindo os miracidios de §. mansoni.

Ao submetermos miracidios BH frente 8 SCW de B. glabrata ndo infectadas por S.
mansoni ¢ 3 SCW de B. tenagophila infectadas por S. mansoni, verificamos haver 47 % de

atragdio miraxonal em diregdo 4 cdmara A, onde estava a SCW de B. glabrata sadias e 50 %
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em diregdo 4 cAmara B, onde estava a SCW de B. tenagophila infectadas (FIGURA 9). Tais
resultados sdo coincidentes com os dados obtidos por Brasio et alii (1985) quando moluscos
sadios de ambas espécies foram colocados nos dois compartimentos da cémara. Os
miracidios ndo discriminaram os moluscos sendo que 50% deles eram atraidos para cada um
dos moluscos.

Quando confrontamos as amostras de SCW de B. glabrata infectadas por S. mansoni
e de SCW de B. tenagophila nio infectadas, frente a miracidios SJ, verificamos haver 77%
de atragdio miraxonal em dire¢do a cimara B, onde estava a SCW de B. fenagophila sadias e
apenas 31% em diregéio 4 cdmara A, onde estava a SCW de B. glabrata infectadas por S.
mansoni (Figura 10).

Esses resultados parecem fortalecer a hipotese de que quando infectados por S.
mansoni, moluscos B. glabrata repelem miracidios. Ao mesmo tempo, a migragdo em
dire¢io & SCW de B. tenagophila sadias parece indicar que realmente os miracidios nédo
discriminaram os moluscos, ou no caso, sua agua de condicionamento (SCW). Os fatores
que podem estar influenciando esse comportamento podem ser varios, principalmente a
liberagdo de substincias quimioatraentes pela B. tenagophila na SCW. Brasio et alii (1985),
ao estudarem a resposta de miracidios de S mansoni a substdncias provenientes de
moluscos planorbideos, estudaram a eliminagdo de ions na agua e verificaram que moluscos
B. tenagophila eliminaram mais Ca’, Mg™", Na', K" e NH', que B. glabrata. Esses cations
exerceram maior poder de atragdo frente a miracidios SJ que frente 4 miracidios BH.Nossos
resuitados parecem ndo serem concordantes com Brasio et alii (1985), pois observamos que
na situagio de confronto entre a SCW de B. glabrata infectadas, adicionada na camara A, ¢
a SCW de B. tenagophila sadias (cAmara B), os miracidios BH ndo discriminaram os
moluscos ¢ migraram em diregiio 4 cAimara B. Entretanto, além da repeléncia exercida pela
SCW de B. glabrata infectada, a atrag3o exercida pela SCW de B. tenagophila pode ndo ter
relaciio com os ions inorganicos liberados, pode ter ocorrido pela liberagdo de outras

substéncias quimioatraentes, como por exemplo, aminoacidos livres, peptideos, etc.
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Quando foram colocadas em confronto, a SCW de B. glabrata e a SCW de B.

tenagophila infectadas por 8. mansoni, frente a miracidios SJ, observamos que 70% dos
miracidios dirigiram-se para a cdmara que continha a SCW de B. tenagophiia infectadas
(Figura 11). Podemos inferir que tenha ocorrido um efeito somatério entre a repeléncia aos
miracidios exercida pela SCW de B. glabrata infectada ¢ a atragio exercida pela SCW de B.
tenagophila infectada, como j& observada anteriormente em nossos resultados.

Os resultados que haviamos obtido com os moluscos B. tenagophila infectados por §.
mansoni bem como de sua 4gua de condicionamento foram confirmados com sua
hemolinfa. Ao submetermos miracidios SJ 4 hemolinfa de B. tenagophila infectadas por S.
mansoni 85% dos miracidios migraram para a cimara que continha a hemolinfa desses
moluscos (Figura 15). O mesmo ndo ocorreu com moluscos B. glabrata . Ao submetermos
miracidios BH a hemolinfa de B. glabrata néo infectada por §. mansoni houve 72% de
atragdo miraxonal enquanto que frente a4 hemolinfa de B. glabrata infectadas 61% dos
miracidios migraram em diregdo a essa hemolinfa (Figura 13).

Em sintese, nossos resultados mostraram que tanto moluscos B. tenagophila
infectados por S. mansoni como sua SCW e sua hemolinfa atraem mais miracidios SJ que
esses moluscos ndo infectados, sua SCW e sua hemolinfa. Resultados opostos ocorreram
com moluscos B. glabrata.

Sugerimos algumas hipoteses para explicar a atragdo miraxonal exercida por B.
tenagophila infectada por S. mansoni: 1) Moluscos B. tenagophila infectados, bem como
sua hemolinfa devem conter moléculas originadas do parasita ou moléculas sintetizadas pelo
molusco, induzidas pelo parasita; 2) Dois mecanismos podem ter sido usados pelo S.
mansoni para mascarar a resposta imune do molusco hospedeiro: 2.1) Mimetismo molecular
(sintese de moléculas semelhantes ao hospedeiro) ou 2.2) Estimulagdo de mecanismo
regulador da resposta imune, provocando a imunossupressdo e possivelmente a liberagio de

substancias quimioatraentes na agua, atraindo os miracidios.
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Possivelmente, os mecanismos sugeridos para explicar a atragdo miraxonal exercida
pelos moluscos B. tenagophila infectados por §. mansoni podem estar envolvidos na
preservagdo da linhagem de S. mansorzi, da evolugdo do ciclo de vida do parasita € na
manutengdo da esquistossomose no estado de Sdo Paulo e regifio sul do Brasil, onde ¢
predominante o molusco B. tenagophila. Esta espécie € considerada genéticamente
resistente 4 infecgfio pelo §. mansoni, baseada em estudos realizados, demonstrando a
diferenga de comportamento de B. glabrata ¢ B. tenagophila frente a infecgo pelas cepas
simpatricas de S. mansoni, que ¢ atribuida principalmente a heranga genética. Varios fatores
podem influenciar na susceptibilidade ou resisténcia, tais como a linhagem do parasita
(Paraense & Correa, 1963a; Paraense & Correa, 1963b; Magalhdes, L.A., 1970; Paraense &
Correa, 1978; Souza Dias et. alii, 1987), a idade do hospedeiro (Richards, 1984) ¢ a
presenga de infecgio simultdnea com outros parasitas (Noda & Loker, 1989), além das
condigdes do ambiente.

Ao submetermos miracidios SJ ao extrato de glandula de albiimen de B. tenagophila
sadios ou de B. tenagophila infectados por S. mansoni observamos que em média, houve
65% de atragdo miraxonal em dire¢do ao extrato de gldndula de moluscos sadios e 72% em
diregdo ao extrato de glindula de moluscos infectados. Tal resultado parece ser semelhante
aos resultados encontrados com miracidios SJ frente ao molusco B. tenagophila, bem como
de sua hemolinfa e sua 4gua de condicionamento (Figuras 5e6; 7¢ 8; 11; 14 ¢ 15; 16 ¢ 17).

Ao confrontarmos a agdo do extrato de glindula de albimen e da SCW de B.
tenagophila sadias observamos haver 82% de atragdo miraxonal em dire¢do ao extrato da
glindula de albamen e apenas 18% em diregio a SCW (Figuras 16 ¢ 17).

Curiosamente, quando comparamos a capacidade de atragdo miraxonal do extrato de
glindula de albumen de B. fenagophila sadios com a SCW de moluscos infectados da
mesma especie, verificamos haver 88% de atragdo miraxonal em diregdo ao extrato € apenas
12% em diregdo a SCW (Figuras 18 e 19). Tal resultado ndo parece refletir o que

observamos com os moluscos B. tenagophila infectados, e o extrato de glandula do albumen
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de moluscos sadios foi ainda mais atrativo aos miracidios que a SCW dos moluscos
infectados, da mesma especie.

Ao submetermos miracidios SJ ao extrato de gidndula de albiimen de B. tenagophila
infectadas por S. mansoni e ao mesmo tempo a SCW de B. tenagophila sadias, observamos
haver 83% de atracio miraxonal em diregdo ao extrato dos moluscos infectados € 17% em
direcdo 4 SCW dos moluscos sadios (Figura 20).

Ao estudarmos a atragdo miraxonal frente & miracidios SJ, através do confronto do
extrato de glandula de albamen de B. tenagophila infectadas por S. mansoni com a SCW de
B. tenagophila infectadas, vericamos haver 82% de atragio miraxonal em diregdo ao extrato
de moluscos infectados e apenas 18% em diregdo a SCW dos moluscos infectados (Figura
21). Pudemos observar que em todas as situagdes estudadas, o extrato de glandula do
albumen de B. tenagophila atraiu mais miracidios que qualquer uma das amostras testadas,
independente da origem do extrato, seja de moluscos sadios ou infectados por §. mansoni.

Ao submetermos miracidios BH ao extrato de glandula de albamen de B. glabrata
sadias ou de B. glabrata infectadas por .S. mansoni observamos que em média, houve 85%
de atragdo miraxonal em dire¢do ao extrato de glandula de moluscos sadios € 75% em
diregdo ao extrato de glindula de moluscos infectados. Tal resultado parece ser semelhante
aos resultados encontrados com miracidios frente a moluscos B. glabrata sadios, bem como
da hemolinfa desses moluscos, sadios ou infectados (Figuras 22 € 23, 1; 12 e 13). ASCW de
B. glabrata sadia atraiu 100% dos miracidios (Figura 3 ); a SCW de B. glabrata infectada
repeliu os miracidios, como fizeram os moluscos infectados, da mesma especie (Figuras 4 ¢
2).

Ao confrontarmos o extrato de glandula de albimen ¢ a SCW de B. glabrata sadias
frente & miracidios BH, observamos haver 78% de atragdo miraxonal em dire¢do ao extrato
de glindula de albumen e apenas 22% em diregdo a SCW (Figura 24).

Ao estudarmos comparativamente a capacidade de atragdo miraxonal do extrato de

glandula de albimen de B. glabrata sadias com a SCW de B. glabrata infectadas frente a



101
miracidios BH, verificamos haver 79% de atragdo miraxonal em dire¢do ao extrato e apenas
21% em diregdo a SCW (Figura 26). Podemos inferir que a atragdo miraxonal ocorrida seria
resultante de um efeito somatdrio, ou seja, além da atragdo exercida pelo extrato soma-se a
repeléncia aos miracidios pelos moluscos B. glabrata infectados, verificado em nossos
estudos anteriores.

Quando estudamos a atragio miraxonal frente 4 miracidios BH, através do confronto
do extrato de glandula de albiimen de B. glabrata infectada por S. mansoni com a SCW de
B. glabrata sadias, observamos haver 79% de atragiio miraxonal em direcfo ao extrato dos
moluscos infectados e 21% em direcdo a SCW dos moluscos sadios (Figura 25).

Ao compararmos a capacidade de atragdo miraxonal frente 4 miracidios BH, do
extrato de glandula de albimen de B. glabrata sadias com a SCW de B. glabrata infectadas,
verificamos haver 75% de atragdo miraxonal em diregdo ao extrato ¢ apenas 25% em
direcdo a SCW dos moluscos infectados (Figura 26).

Quando submetemos miracidios BH ao extrato de glandula de albumen de B. glabrata
e a0 mesmo tempo, & SCW de B. glabrata, ambas infectadas por §. mansoni, verificamos
haver 83% de atragdo miraxonal em dirego ao extrato e apenas 17% em dire¢do a SCW.

Baseados nesses resultados do estudo da atragdo miraxonal frente ao extrato de
glindula do albimen, podemos sugerir:

1) Que os componentes do extrato de glandula do albiimen de moluscos B. glabrata
ou B. tenagophila sio quimioatraentes para os miracidios de S. mansoni da linhagem BH
ou SJ, respectivamente;

2) Que o extrato de glandula do albumen, seja originado de moluscos sadios ou
infectados por §. mansoni atrai mais os miracidios BH ou SJ do que sua agua de
condicionamento (SCW), independente da SCW ser de moluscos B. glabrata ou B.
tenagophila sadios ou infectados.

A analise de aminoacidos livres, bem como a analise cromatografica e do contetido de

proteinas, discutidas a seguir, complementam o estudo da atragdo miraxonal, na tentativa de
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identificar possiveis quimioatraentes aos miracidios de S. mansoni, além de elucidar a
composi¢io bioquimica da hemolinfa, da SCW e do extrato da glandula do albumen.
Evidentemente, foram apenas passos iniciais, porém importantes, para o conhecimento da
estrutura bioquimica dessas amostras ¢ o seu significado biolégico na relagdo parasita x

hospedeiro.

4.2) Anilise automatica dos aminoacidos livres:

Segundo Barret (1991), nos invertebrados os aminoacidos livres sdo compostos
predominantemente por um ou dois principais aminoacidos ndo - essenciais, de modo
semelhante ao que ocorre com os helmintos parasitas. Nos invertebrados de wida livre os
aminoacidos sdo importantes na regulagdo osmotica e isto requer geralmente a sintese
intracelular ¢ degradagio de um aminoacido ndo essencial (Ex: Alanina ou Prolina). Os
aminoacidos livres podem também ser uma importante fonte de energia. Ex: Prolina
(insetos); Glutamnato e Aspartato (durante a fase de anaerobiose, em moluscos). Alguns
aminoacidos podem ter fungdes especificas como neurotransmissores (Glutamato, 4 -
aminobutirato) ou produtos excretorios. A excregdo de nitrogénio amino por invertebrados €
feita sob a forma de aminoacidos, peptideos ou proteinas, A origem dos aminoacidos
excretorios tanto em helmintos como nos invertebrados ndo ¢ clara, podendo vir de diversas
fontes diferentes. A excre¢do de aminodcidos ¢ um meio de ecliminar a amonia,
particularmente em organismos que ndo podem sintetizar uréia ou &cido Grico. Alguns
aminoacidos, tais como Alanina ou Prolina podem ser verdadeiros produtos finais
metabdlicos. A Alanina é formada pela transaminagdo do piruvato, maior produto final
anaerobico do metabolismo de carboidratos, em invertebrados de vida livre. A Prolina ¢
produto da clivagem da Arginina. Nos helmintos digenéticos ocorre em grandes quantidades.
A excregio de Prolina em vermes adultos e ovos de S. mansoni podem causar hiperplasia do

ducto biliar e fibrose em volta do granuloma.
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Durante o ciclo de vida de um parasita a necessidade e a utilizagdo de aminoacidos
pode variar consideravelmente, dependendo da idade ou do estagio de desenvolvimento
investigado. Exemplo: Os ovos de . smansoni requerem aminoacidos exégenos para o seu
desenvolvimento. Os aminoacidos sdo utilizados como fonte de energia. Quando sdo usados
como combustiveis, sofrem perda de seu grupo amino, e seus esqueletos de carbono
remanescentes seguem duas vias principais: 1) a conversdo a glucose no processo da
gluconeogénese, ou 2) a oxidagdo até CO1 através do ciclo do 4cido tricarboxilico.

A velocidade de utilizagdo e a proporgdo dos diferentes aminoacidos utilizados pelos
animais dependem de muitos fatores, incluindo: a) a disponibilidade de outros combustiveis;
b) a disponibilidade de aminoécidos exogenos; c) a dependéncia nutricional de aminoacidos
essenciais no organismo e d) as necessidades de aminoacidos especificos como precursores
para outras biomoléculas importantes.

O catabolismo de amino4cidos € um processo importante na produgdo de precursores
de vias sintéticas alternativas. Envolve um processo de degradagdo, iniciado pela remogdo
de grupos amino e catabolismo do esqueleto de carbono. Varios dos intermediarios do
catabolismo de aminoacidos sio importantes precursores de outras vias sintéticas. O
catabolismo pode ocorrer pela transaminagdo: transferéncia de um radical amino, mediada
por transaminases; pela desaminagdo oxidativa: remogdo de grupos amino dos aminoécidos,
catalisada pelas aminoacido-oxidases; neste processo, o aminoicido ¢ oxidado no ponto
onde o radical amino se prende, o que causa sua liberagdo; por desaminases especificas:
Aminoéacidos como Arginina, Asparagina, Histidina, Serina, Treonina e Glutamato podem
ser desaminadas por processo ndo oxidativo, por enzimas especificas.

Ao estudarmos o conteido de aminoacidos livres, observamos haver pouca
correspondéncia entre os aminoacidos livres encontrados na hemolinfa e na SCW de B.
glabrata ou B. tenagophila sadias ou infectadas por S. mansoni. Portanto, nossos resultados
ndo sdo concordantes com Wolmarans et alii, 1986. Ao estudarem a composi¢do de

aminoacidos na hemolinfa e produtos de excregdo de seis espécies de moluscos, incluindo a
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B. glabrata, demonstraram que os aminoacidos encontrados nos produtos de excregdo
correspondiam aos aminoacidos encontrados na hemolinfa. Questionou-se sobre a origem
desses aminoacidos encontrados nos produtos de excre¢do como sendo da hemolinfa ou do
muco liberado pelos moluscos. As diferencas encontradas em nossos resultados em relagdo
ao trabalho citado pode ter ocorrido devido ao uso de metodologias diferentes, bem como o
aparelho utilizado para a analise.

Ao compararmos o conteido de aminodacidos livres presentes na hemolinfa de B.
glabrata e B. tenagophila sadias ou infectadas por S. mansoni observamos haver um
aumento do nimero de aminoacidos livres na hemolinfa de ambos os moluscos infectados
por 8. mansoni.

Stanisiowsky et al. (1979) observou ap6s o jejum ou infecgdo parasitaria um declinio
de duas a quatro vezes do conteudo de aminoacidos livres na hemolinfa de B. glabrata,
seguido de um aumento de quatro a cinco vezes da quantidade de ureia, enquanto que a
quantidade de amoénia permaneceu constante. Schmale & Becker (1977) verificaram uma
aumento da biossintese de uréia de 14 a 40 vezes nos tecidos de B. glabrata submetidos a
infecgdo pelo S. mansoni, ao jejum ou & estivagdo, comparados a tecidos de moluscos
alimentados normalmente. Além disso, obervaram altos niveis de enzimas do ciclo da uréia
nos moluscos submetidos a qualquer dessas situagdes de stress, comparado aos niveis
encontrados nos moluscos alimentados. A perda de nitrogénio aumentada durante essas
situagdes de stress metabdlico resultou da biossintese aumentada de uréia através da
ativagdo do ciclo da uréia. Segundo os autores, a alteragdo encontrada, de amoniotelismo
para a combinagdo entre amoniotelismo e ureotelismo, nos periodos de stress fisiologico
poderiam ser um meio de desintoxicar os aminodcidos ou a aménia produzida por ocasido
dessas situagdes. Sabe-se que os moluscos pulmonados aquaticos sdo principalmente
amoniotélicos, quando alimentados normalmente, na agua. Pequenas quantidades de
nitrogénio (30% do total) pode ser perdido como uréia, acido urico ¢ aminoacidos livres.

Esses moluscos aparentemente tem pouca ou nenhuma urease, de modo que toda a uréia
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formada, seja da Arginina obtida da dieta, Arginina sintetizada pelo processo de sintese "de
novo", ou possivelmente uricolise em alguns casos, ¢ perdida como uréia e néo catabolisada
a aménia. A perda de proteina, através da produgdo de muco, pode ser considerada como um
fenémeno importante para a perda de nitrogénio em algumas especies ( Bishop et alii., in
The Mollusca, vol. 1, Metabolic Biochemistry, cap. 6, 243 - 327, 1983).

A diferenga encontrada entre nossos resultados e aqueles encontrados por
Stanislowsky et al. (1977) com relagdo ao aumento do numero de aminodcidos livres na
hemolinfa de moluscos infectados pelo S. mansoni, verificado em nossos estudos, € a
diminui¢do de duas a quatro vezes doa aminodcidos livres apods a infecgdo, vertficado por
esses pesquisadores, provavelmente pode ter ocorrido primeiramente pela utilizagdo de
metodologia e aparelhagem diferentes. Utilizamos em nossas analises o Analisador Pico-Tag
da Waters, aparelho de alta sensibilidade e alta confiabiliade, o que nos leva a crer na
fidelidade do conteiido de aminoacidos livres observados em nossas amostras. Por outro
lado, a relagdio parasita x hospedeiro, por ser altamente dindmica, pode sofrer diversas
alteracdes bioquimicas e fisiologicas, visando a adaptagio adequada entre ambos. Além
disso, devemos levar em consideragdo a procedéncia dos moluscos e da cepa de . mansoni
utilizados nas duas pesquisas.

Em relagio a concentragdo de aminoacidos livres observamos que alguns aminoacidos
ausentes ou em baixa concentracdo na hemolinfa de moluscos sadios foram encontrados em
alta concentrag¢io na hemolinfa dos moluscos infectados por 8. mansoni. Podemos destacar
o caso do aminoécido livre ASN( Asparagina), encontrado na hemolinfa de B. glabrata
infectada por S. mansoni na concentragdo de 881,05 umoles/100 ml e na concentragdo de
53,46 umoles/100 ml na hemolinfa de B. glabrata sadias. O mesmo aminoacido livre
também foi encontrado em maior concentragdo na hemolinfa de B. tenagophila infectada
por 8. mansoni, na concentragio de 335,78 umoles/100 ml e na concentragdo de 158,02
umoles/ 100 mi na hemolinfa de B. tenagophila sadias. Ao analisarmos a SCW dos moluscos

de ambas as espécies estudadas, infectados ou ndo pelo 8. mansoni, observamos que a
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Asparagina foi encontrada somente na SCW de B. glabrata sadia e na SCW de B.
tenagophila infectadas. Nos extratos de glandula do albimen esse aminoacido ndo foi
encontrado em nenhuma das amostras.

A Asparagina é originada do Aspartato, ¢ hidrolisada & acido aspartico ¢ amonia via
asparaginase, para a formagdo de oxalacetato. Essa enzima tem sido demonstrada ser potente
no controle da leucemia humana, quando injetada na corrente sanguinea ¢ supde-se que sua
agdo seja nesse caso, a de limitar a disponibilidade de Asparagina aos leucocitos malignos
(Lehninger in Bioquimica, cap. 21, pag. 410, vol. 2, 1982). Em moluscos planorbideos, a
fungdo dessa enzima ndo é conhecida. Segundo Bishop et alii (1983) a biossintese de
Asparagina pode ndo ocorrer nos tecidos dos moluscos; essa afirmagéo ¢ baseada em
diversas pesquisas realizadas com moluscos terrestres ¢ aquaticos, incluindo os marinhos
(mexilhdes e ostras). Nesse caso, ao analisarmos nossos resultados, poderiamos pensar que a
Asparagina pudesse ser de origem do parasita ou sua sintese pelo molusco teria sido
induzida pelo parasita, na tentativa de suprir a necessidade desse aminoacido, possivelmente
como intermedidrio metabdlico. O Aspartato, bem como a Ornitina sfo indicadores da
atividade metabolica do ciclo da uréia.

Além da Asparagina, a Glutamina, a Ornitina ¢ a Lisina tiveram sua concentragdo
aumentada na hemolinfa de moluscos de ambas as espécies, infectados por S. mansoni. A
Glutamina ¢ considerada como doador de nitrogénio. Esse aminoacido exerce um papel
importante na biossintese de amino-agucares, purinas e pirimidinas, na sintese de proteinas ¢
também na transferéncia de substrato entre tecidos para a gluconeogénese e possivelmente
no tamponamento da produgdo de acido na urina. Os niveis de Glutamina nos tecidos ¢
hemolinfa de moluscos pulmonados variam consideravelmente nas condigdes de jejum e
estivagdo e possivelmente, de infecgdo pelo §. mansoni. A Omitina, bem como o Aspartato
sdo normalmente intermediarios metabdlicos, indicadores da atividade metabélica do ciclo
da uréia; pode ser um modo de excretar o nitrogénio; o aumento ou a diminuigdo desses

componentes indicam haver um metabolismo proteico. A maioria dos moluscos podem
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produzir a Ornitina & partir da Arginina, por agdo da arginase. A Lisina € um aminoacido
basico, faz parte do grupo Aspartato de aminoéacidos, e sabe-se fazer parte do esqueleto
estrutural das paredes celulares bacterianas.

O aminodacido Alanina apresentou aumento de sua concentragdo na hemolinfa de B.
glabrata infectada pelo S. mansoni ¢ uma diminuigdo de sua concentragio na hemolinfa de
B. tenagophila infectada, ndo foi assinalado na SCW de B. glabrata infectada e somente foi
encontrado na SCW de B. tenagophila infectada, ndo tendo sido encontrado em nenhuma
das amostras de glindula do albimen. Sabe-se que a infecgdo aumenta a taxa glicolitica
(quebra da glucose) e ao mesmo tempo ocorrem excedentes de equivalentes redutores (HH),
que serdo "absorvidos"pelo piruvato, originando como produtos finais, principalmente sob
anaerobiose, Lactato, Alanina (Bivalves), etc. O aumento da concentragdo de Alanina na
hemolinfa de B. glabrata infectada fornece indicios para esse raciocinio. Quanto a B.
tenagophila, ndo existem estudos sobre seu metabolismo.

Ao compararmos o contelido de aminoacidos livres presentes na SCW de B. glabrata
e B. tenagophila observamos haver uma diminuigdo do nimero de aminoacidos livres na
SCW de ambos os moluscos infectados por S. mansoni. Embora tenhamos verificado uma
diminui¢io do conteudo de aminoacidos livres na SCW de ambos os moluscos infectados
por . mansoni, alguns aminoacidos apresentaram concentragdes aumentadas em relagdo a
SCW dos moluscos sadios. O aminoacido livre Tyr (Tirosina) foi encontrado na
concentragdo de 957,64 pmoles/250 ml de agua na SCW de B. tenagophila infectada por S.
mansoni ¢ na concentragio de 3,5 umoles/250 ml de agua na SCW de B. tenagophila
sadias. Na SCW de B. glabrata sadias ou infectadas por S. mansoni nio foi encontrado.
Nas amostras de hemolinfa de moluscos B. glabrata e B. tenagophila sadios ou infectados
por 8. mansoni, o aminoacido Tirosina fo1 encontrado em menor concentragdo nas amostras
correspondentes aos moluscos infectados, de ambas as espécies. Nos extratos de glandula do
albumen de moluscos de ambas espécies, infectados ou ndo pelo 8. mansoni esse

aminoacido ndo foi encontrado em nenhumma das amostras.
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A Tirosina é um aminoacido aromatico, formado a paruir do aminoacido essencial
fenilalanina, em uma reagfio de hidroxilagdo catalisada pela fenilalanina-4-monoxigenase
(fenilalanina - hidroxilase). A Fenilalanina e a Tirosina sdo aminoacidos cetogénicos e
glicogénicos. Sdo chamados cetogénicos porque produzem o acetoacetato livre ¢
glicogénicos, porque o acetoacetato livre pode ser ativado as expensas de succinil - CoA,
formando Acetoacetil - CoA. Quatro dos cinco atomos remanescentes sdo recuperados como
acido fumarico, um intermedidrio do ciclo do 4cido tricarboxilico. As descarboxilases e
amino-oxidases, mediadoras da produ¢do desse aminoacido tem sido encontrado nos tecidos
dos moluscos e tem sido associado com a produgdio e inativagdo de neurotransmissores ou
componentes de venenos. A formagdo de melanina e processos de coloragdo de proteinas
com tirosinase e fenoloxidases tem sido estudados, com relagdo & pigmentagdo das conchas
dos moluscos, melanoforos e melandcitos e formagdo da concha, entre outros aspectos.

E interessante notar que o aminoacido Tirosina ocorreu em menor concentragdo na
hemolinfa dos moluscos infectados por .S. mansoni ¢ por outro lado, observamos um grande
aumento de sua concentracio na SCW de B. glabrata ¢ na SCW de B. tenagophila,
infectadas. Ao mesmo tempo, esse aminoacido ndo ocorreu em nenhuma das amostras de
glandula do albimen. Podemos inferir que o aminoacido Tirosina tenha sido liberado pelo
molusco na 4gua de condicionamento (SCW), uma vez que se encontrava em baixa
concentragdo na hemolinfa ou ausente na glandula do albimen. Por outro lado, podemos
sugerir que a Tirosina poderia estar sendo utilizada como fonte energetica pelo 8. mansoni,
e que a liberagdo desse aminoacido poderia estar sendo requisitada por ser necessana na fase
do desenvolvimento em que se encontrava o parasita. Além disso, podemos sugerir que
possivelmente o aminodcido Tirosina seja um agente quimioatraente, que tenha tido
participagdo na alta atragdo miraxonal encontrada em moluscos B. tenagophila infectados
por S. mansoni, sua SCW ¢ sua hemolinfa.

Observamos que varios aminodacidos livres encontrados em baixa concentragdo ou

ausentes na SCW de B. tenagophila sadias foram encontrados em maior concentragdo na
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SCW de B. tenagophila infectadas por .S. mansoni (Tabela 29). Os amino4cidos livres PSer
(Fosfoserina), Ser (Serina), ASN (Asparagina), Gly (Glicina), NH3 {Amodnio), Thr
(Treonina), Ala (Alanina), Hylys-1 (Hidroxilisina), presentes na amostra de SCW de B.
tenagophila infectadas por S. mansorni estiveram ausentes na amostra de SCW de B.
tenagophila sadias.

A Fosfosserina é um produto da oxidagdo ¢ transaminagdo do 3-fosfoglicerato,
formando a Serina livre através da hidrolise pela fosfosserina- fosfatase. A Serina, bem
como a Glicina e a Cisteina sfo derivados de um intermediario glicolitico, o acido 3-
fosfoglicérico. A Serina ¢é sintetizada por diversos helmintos, no entanto, segundo a
literatura, ndo foi verificada sua sintese em S. mansoni. Glicina e Serina podem ser
interconvertidas via serina-hidroximetil transferase; ambos s3o precursores para a
biossintese de purina em moluscos pulmonados. Tem sido verificado que a Glicina ¢ a
Serina seriam importantes contribuidores para a reserva de carbono 1. A Treonina, bem
como o Aspartato, Asparagina, Lisina e Metionina formam o grupo aspartato de
aminoacidos, sintetizados pela transaminacdo do oxalacetato, catalizados por transaminases
ligadas ao oxalacetato, amplamente distribuidas em helmintos. Esse aminodcido pode
participar do processo de degradagdo, que tem como produto final, o succinil-CoA. A
Alanina, bem como a Leucina, a Valina e a Isoleucina, sio aminodcidos formados do
piruvato. A Alanina é formada pela transaminagdo direta do piruvato e as transaminases que
catalizam essas reagdes tem sido encontradas em todos os parasitas estudados, incluindo o §.
mansoni. { Garson & Williams ,1957; Coles, 1973; Goldberg et alii, 1979, 1980 ). A
Hidroxilisina corresponde ao derivado 5-hidroxi da Lisina, esta presente no colageno, € sua
ocorréncia ¢ relativamente rara. O aménio (NH3) é um produto da degradagdo do nitrogenio.
Da analise dos resultados encontrados, podemos inferir que a infecgdo pelo S. mansoni, ja
conhecida por alterar o metabolismo de carboidratos de seu hospedeiro, veio a requisitar a
sintese desses aminoacidos, como intermedidrios importantes ao metabolismo de

carboidratos.
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Observamos que RG-2 foi encontrado na concentragdo de 359,16 umoles/250 ml de
agua na SCW de B. tenagophila infectadas por 8. mansoni (WBtl) e na concentragdo de
54,95 umoles/250 mt de agua na SCW de B. tenagophila sadias (WBtS). Em consulta a
Waters, fornecedora do Analisador Pico-Tag de aminodcidos, verificamos que
provavelmente RG-2 e mesmo RG-1 sejamn reagentes de derivatizagdo.

O aminoéacido livre ASN (Asparagina) foi encontrado na concentragdo de 206,82
moles/250 ml de agua na WBH e esteve ausente na WBtS (Tabela 29, Figuras 36 € 37).

A Analise automatica de aminoacidos livres do extrato de gldndula de albimen de
ambas espécies de moluscos, sadios ou infectados revelou um numero total de aminoacidos
reduzido em relagdo as amostras de hemolinfa e de SCW (Tabelas 28, 29 € 30). No extrato
de glandula de albamen de B. glabrata sadias (GABgS) foram encontrados 4 aminoacidos
livres e nos moluscos infectados da mesma espécie, 5 aminoacidos. Em B. tenagophila o
mesmo ocorreu: no extrato de moluscos sadios foram encontrados 7 aminoécidos livres e
nos infectados, 6 (Tabela 30).

Comparando o conteido de aminoécidos livres nos extratos de glandula de albamen
nas quatro amostras de glindula de albimen, de moluscos sadios ou infectados, observamos
que apenas os aminoéacidos PSer (Fosfoserina) e Asp (Aspartato) foram encontrados em
todas as amostras. Os demais aminoacidos foram diferentes entre si.

E interessante notar que o aminoacido livre Asp (Aspartato) apresentou uma
concentragdo maior na amostra GABgl (glandula de albumen de B. glabrata infectada) que
em GABgS (glandula de albimen de B. glabrata sadia), ou seja, 8,49 pumoles/100 mL em
GABgS e 57,65 umoles/100 mL em GABgl. O mesmo aminoacido foi encontrado com
concentragdo diminuida em GABtI (glandula de albimen de B. tenagophila infectada) em
relagdo 4 GABtS, ou seja, 6,96 pmoles/100 mL em GABtI e 46,56 umoles/100 mL em
GABtS. O Aspartato ¢ sintetizado pela transaminagdo do oxalacetato, as transaminases que
catalizam essa reacdo sdo amplamente encontradas emn helmintos, sdo utilizados como fonte

de energia, sobretudo durante a anaerobiose em moluscos.
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Nio podemos afirmar que os aminoacidos livres dessas amostras seriam importantes
na atracdo ou repeléncia dos miracidios. No caso particular das amostras de glandulas de
albmen, talvéz existam outros fatores que possam estar contribuindo para que exista maior
atragio miraxonal de S. mansoni comparada as amostras de hemolinfa e do préprio
molusco. O contetido de aminoacidos encontrados nos extratos da glandula do albamen nos
leva 2 hipotese de que houve uma metabolizagio proteica e 0s aminoacidos foram
mobilizados para outros orgdos, durante a infec¢do pelo S. mansoni.

Segundo Crews & Yoshino (1990, 1991), a sintese de polissacarideos e galactogénio
da glandula do albiimen de moluscos B. glabrata ¢ reduzida com a infecgio pelo S.
mansoni. Os autores sugerem que estas alteragdes metabdlicas da glandula do albumen
poderiam refletir em alteragdes nas concentragdes de aminoacidos ou proteinas especificas
na hemolinfa. Discutem que possivelmente os efeitos da infecgdo por larvas de trematodeo
poderiam ser mediadas através de alteragdes na regulagdo enddcrina da reprodugéo do
molusco hospedeiro.

Os resultados obtidos na analise de aminoacidos livres parecem complementar os
resultados obtidos no estudo da atragao miraxonal. Haviamos observado na presenga do
molusco B. temagophila infectados por §. mansoni, bem como de sua SCW ou de sua
hemolinfa uma média superior de atragdo miraxonal em relagdo aos moluscos sadios, sua
SCW e sua hemolinfa. A andlise de aminoacidos livres, sobretudo da SCW de B.
tenagophila infectadas por S. mansoni, mostrou que varios aminoacidos ausentes na SCW
de B. tenagophila sadias estavam presentes em concentragdes elevadas na SCW desses
moluscos infectados. Possivelmente, esses aminoacidos livres possam ser considerados
como quimioatraentes para os miracidios.

Para podermos fazer uma analise mais especifica, deveriamos venficar cada
aminoacido isoladamente, estudando sua capacidade de atragdo miraxonal, Para isso,
utilizariamos aminoacidos sintéticos. Desta forma teriamos condigdes reais de identificar os

possiveis agentes quimioatraentes. Devido a impossibilidade de realizar essas analises
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procuramos avaliar nosso conjunto de dados, os resultados do estudo de atragdo miraxonal e

os resultados da analise automatica de aminoacidos, sob a luz da literatura atual.

4.3) Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-Page):

A hemolinfa de Biomphalaria giabrata, bem como de outros moluscos hospedeiros
de esquistossomas tem sido estudada sob diversos aspectos. No entanto, ainda hd uma falta
de informagdo sobre os valéres basais dos vérios constituintes da hemolinfa ou de suas
propriedades fisico-quimicas, sobretudo de espécies de moluscos como a Biomphalaria
tenagophila. Alguns aspectos vem sendo estudados, dando énfase as variagSes da
composi¢do de aminoécidos ¢ a atividade soroldgica da hemolinfa. Tem sido demonstradas
alteragdes do conteudo de aminoacidos e atividade hemaglutinante da hemolinfa
apresentando diferencas quanto a localizagdo geografica do molusco B. glabrata (Gilbertson
et alii, 1967; Gilbertson & Etges, 1967). Moluscos B. glabrata infectados por S. mansoni
apresentaram alteragdes na composigdo e na mobilidade elétroforetica de sua hemolinfa (
Targett, 1962; Dusanic & Lewert, 1963; Pan, 1965; Gilbertson et al., 1967; Cheng & Lee,
1971). A hemoglobina tem sido demonstrada ser a principal proteina existente na hemolinfa
de moluscos hospedeiros de . mansoni (Lee & Cheng, 1972; Figueiredo et al., 1973,
Almeida & Neves, 1974; Nascimento et al., 1982; Granath et al., 1987, Granath, 1988).
Segundo os autores, a hemoglobina corresponde de 70 a 97 % do conteudo de proteina total
em B. glabrata. A Eletroforese da hemolinfa mostrou um numero variavel de fragdes ndo
identificadas, além da hemoglobina e o ponto isoelétrico desse pigmento localizou-se entre o
pH 3.8 e 4.5. Foi purificada através de cromatografia em coluna de DEAE - Celulose.
Segundo Figueiredo et al. (1973). a hemoglobina de B. glabrata foi facilmente precipitada
através do ajuste de suas solugdes para pH 5.3 e dialise contra agua destilada. A quantidade
de ferro encontrada na hemoglobina purificada foi de 0,315 % e seu peso molecular minimo

calculado foi de 17,700..
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Nascimento et al. (1982) verificaram que a hemoglobina de B. glabraia apresentou
auséncia de grupos sulfidril (SH), presenga de pontes dissulfeto (SS), formado pelos seus
dois residuos de cisteinil, cada um com a massa molecular de 3,4 x 102 daltons. Nio foi
possivel dissociar completamente a molécula, e ndo houve evidéncias de separagdo de
cadeias. A osmolalidade da hemolinfa dos moluscos mantidos no laboratorio foi de 0,085 %
0,003 osmolales.

Granath et al. (1987) constataram que a maioria das proteinas compreendidas na
hemolinfa livre de células (soro) de moluscos B. glabrata correspondiam & hemoglobina
(Hb) e as demais fragdes encontradas, a subunidades de Hb, ou produtos da clivagem da
hemoglobina. Os autores estudaram a composi¢do da hemolinfa de B. glabrata através de
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-Page), cromatografia liquida de alta pressdo
(HPLC) e imunoblotting. Na SDS-Page, observaram uma banda maior, correspondente a um
polipeptideo de PM 160 Kda, presumidamente a hemoglobina (Hb), proteina predominante,
e a presenga de outros polipeptideos de 31 a 116 Kda, citadas como subunidades de Hb.
Granath (1988), dando prosseguimento a esses estudos, procedeu a identificagdo das
hemoproteinas na hemolinfa de B. glabrata através de método especifico de coloragdo para
heme, descoloragdo e recoloragio com Comassie Brilliant Blue (CBB). O método foi
aplicado ao soro total (hemolinfa livre de células) e ao soro ultracentrifugado para produgio
de fragdes compostas de Hb e fragdes cuja Hb foi eliminada. Os resultados indicaram que
quase todas as fragdes estavam associadas a heme; a excegio deveu-se a dois polipeptideos,
de peso molecular na faixa de 50 Kda, na fragdo depletada de hemoglobina. Nos dois
métodos de coloragdo (heme e CBB) o polipeptideo dominante tinha o peso molecular de
200 K.da, com outras bandas na faixa de 50 a 190 Kda. Segundo os autores, a discrepancia
encontrada quanto ao peso molecular da banda predominante deveu-se @ auséncia de um

agente redutor (2 - Mercaptoetanol) nesse estudo.
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Ao realizarmos a cletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das amostras de
hemolinfa de B. glabrata e B. tenagophila infectadas ou néo pelo §. mansoni observamos
que:
- Em B. glabrata, a hemolinfa de moluscos infectados por $. mansoni ndo apresentou
perfil diferente ao encontrado na hemolinfa de moluscos sadios;

- Em B. tenagophila, a hemolinfa dos moluscos infectados por 8. mansoni
apresentou auséncia de pelo menos duas bandas proteicas de PM por volta de 45 Kda, em
relagio ao encontrado na hemolinfa de moluscos sadios. Balan et. alii (1993) ao estudarem
aspectos imunologicos e parasitologicos em B. tenagophila infectadas por S. mansoni ¢
outros Digenea, observaram através de imunoeletroforese a existéncia de diferengas
qualitativas e quantitativas na hemolinfa dos moluscos parasitados com relagdo aos ndo
parasitados, quanto ao nimero de bandas de precipitagdo e seu deslocamento em diregdo ao
polo catodico ou anddico. Em todos os testes foi observada uma banda mais densa, que
provavelmente abrigava vérios agregados antigeno-anticorpo sobrepostos.

- A hemoglobina talvéz seja a proteina predominante em todas as amostras. Além
disso, foram observadas varias bandas, correspondentes a baixos pesos moleculares (Figura
43). Para uma analise mais detalhada deveriamos repetir a eletroforese em gel de
poliacrilamida utilzando marcadores de PM até¢ 200 Kda, com ¢ sem o uso de 2-
Mercaptoetanol como agente redutor. Consideramos a eletroforese (SDS- Page) realizada,
como analise preliminar das amostras de hemolinfa, e que possivelmente daremos
continuidade posteriormente, ndo somente através da SDS-Page dz hemolinfa, mas também
do extrato da glandula do albiimen de moluscos B. glabrata ¢ B. tenagophila infectados ou

ndo pelo S. mansoni.

4.5) Cromatografia de exclusdo molecular:
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A cromatografia de exclusio molecular, também conhecida como filtragdo em gel ou
cromatografia de peneira molecular, é um método util e eficaz para a separagdo de proteinas
umas das outras, em fung¢do de seu tamanho molecular. Ela difere da cromatografia de troca
idnica, que separa os solutos de acordo com suas cargas elétricas e propriedades acido-
basicas. Na cromatografia de exclusdo molecular, a mistura das proteinas, dissolvidas em
um tampdo adequado, flui por gravidade através de uma coluna cheia de esferas
microscopicas de um material polimérico altamente hidratado ¢ inerte, previamente lavado e
equilibrado somente com o tampdo. Os materiais usados nessas colunas sdo o Sephadex
(nome comercial, derivado de polissacarideo), o Bio-Gel (derivado comercial da
poliacrilamida) e a agarose (polissacarideo); todos eles podem ser preparados com diferentes
graus de porosidade interna. Nas colunas, as proteinas de tamanhos moleculares diversos
penetram nos poros internos das esferas em diferentes graus, percorrendo, dessa forma, a
coluna em velocidades especificas. Moléculas proteicas muito grandes, por ndo poderem
penetrar nos poros das esferas sio ditas "excluidas”, permanecendo assim no volume
excluido da coluna, o eluato. As moléculas muito pequenas penetram nos poros das
microesferas liviemente. As proteinas pequenas tem seu percurso na coluna retardado,
enquanto que as proteinas maiores passam com maior rapidez, uma vez que ndo podem
penetrar nas particulas hidratadas do polimero. A parttir de medidas da concentragio
proteica em pequenas fragdes do eluato, pode-se obter uma curva de eluigéo.

Utilizamos esse método de cromatografia como um passo inicial da identificagdo da
composicdo proteica da hemolinfa de moluscos B. glabrata e B. tenagophila sadios ou
infectados pelo . mansoni. Existem varios estudos da composigdo proteica da hemolinfa
de B. glabrata, o mesmo ndo ocorre com B. tenagophila, onde poucos estudos ja foram
realizados, sobretudo bioquimicos.

Algumas pesquisas tem demonstrado que a infecgdo pelo S. mansoni pode levar a
diminui¢io da concentragdo proteica da hemolinfa de seu molusco hospedeiro e de seu

contetido de aminoacidos livres. Rupprecht et alii. (1989), ao estudarem as alteragdes dos
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componentes da hemolinfa de B. glabrata observaram que durante a infeccdo pelo &
mansoni, as mudangas metabolicas ocorreram até o periodo de quatro a seis semanas apods a
infeccdo. Depois desse periodo, observaram valores dos componentes estudados
semelhantes aos encontrados em moluscos ndo infectados. Somente o nivel de glucose
permaneceu baixo durante todo os periodos de infecgdo analisados. Na primeira semana de
infeccdo o contendo de glicoproteina (hemoglobina excluida) aumentou significativamente,
mas diminuiu significativamente na segunda semana. O conteado de lipoproteina aumentou
quatro vezes nesse periodo, diminuindo por volta da terceira semana, atingindo valores
semelhantes aos encontrados em moluscos ndo infectados. A quantidade de proteina total
diminuiu nas quatro primeiras semanas da infecgdo. Os autores observaram ndo haver
alteragdes significativas nas infecges pelo S. mansoni por longos periodos de tempo. Ao
estudarem as possiveis alteragdes na hemolinfa de moluscos no periodo de 12 semanas apos
a infecqdo, verificaram ndo haver alteragdes significativas, indicando haver uma relagdo de
equilibrio entre o hospedeiro e o parasita, que deve ter seu inicio & partir da sexta semana de
infecgdo.

A cromatografia de exciusdo molecular das amostras de hemolinfa de B. glabrata e B.
tenagophila nos pareceu condizente com pesquisas anteriores. Utilizamos para essa analise
amostras de hemolinfa livre de células dos moluscos citados, no perfodo de duas horas apos
a infecgdo pelo S. mansoni. Observamos uma nitida presenga da hemoglobina em todas as
amostras, além das diversas fra¢des encontradas (Figuras 30 a 33). A eletroforese em gel de
poliacrilamida das fragGes de cromatografia da hemolinfa de B. glabrata sadias (HBgS)
demonstraram a presenga das fragdes proteicas separadas por seus pesos moleculares
correspondentes. Para obtermos resultados mais consistentes deveriamos possivelmente
repetir as analises ¢ a eletroforese (SDS-PAGE) das demais amostras, correspondentes a
cromatografia de exclusdo molecular da hemolinfa. Além disso, ao darmos continuidade a
esses estudos, fariamos também a cromatografia de exclusdo molecular dos extratos da

glandula do albamen, seguido de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).



117
Poderiamos fazer o isolamento da hemoglobina contida na hemolinfa desses moluscos
sadios ou infectados por S. mansoni. Apbés a eliminagdo da hemoglobina, seguido do
processo de purificagio, poderiamos prosseguir no estudo dos demais componentes,
verificando possivels alteragdes em decorréncia da infecgdo, no mesmo periodo estudado, de
duas horas apos a infecgdo, periodo imediatamente apos a penetragdo do miracidio em seu
molusco hospedeiro. Tais dados seriam de grande valia, devido a escassa literatura existente
nesse sentido, sobretudo em B. tenagophila, molusco hospedeiro de S. mansoni responsavel
pela manutengdo da esquistossomose no estado de Sio Paulo, Brasil.

Quanto aos testes de atividade biologica das fragdes da cromatografia de exclusdo
molecular, encontramos a atividade de atragdo miraxonal em todas as fragdes isoladas. Ao
realizarmos nossos grupo-controle, testamos a atragdo miraxonal frente: 1) a OVA
(Ovoalbumina); 2) ao tampdo fosfato; 3) & Agarose. Observamos haver 75% de atragdo
miraxonal frente a OVA (Figura 70), esse resultado parece ser justificado pela presenga da
banda de peso molecular (45 Kda) correspondente & Ovoalbumina encontrada em todas as
amostras de hemolinfa testadas, com excessdo da amostra de hemolinfa de B. tenagophila
infectada por S. mansoni (Figura 28), verificada através de eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE). Obtivemos também informagSes importantes sobre a dosagem
de albumina na hemolinfa de B. glabrata e B. tenagophila sadia ou infectada por S§.
mansoni de linhagem simpétrica ¢ observagdes sobre o comportamento eletroforético dessas
amostras, através de eletroforese em acetato (comunicagio pessoal com Maria Lecticia P. S.
Oliveira, aluna de mestrado em Imunologia). Segundo os resultados encontrados pela aluna,
em B. tenagophila a albumina foi encontrada na concentragdo de 15 mg/mL, ¢ a
concentragio de proteina total foi de 19 mg/mL; a eletroforese em acetato revelou a
presen¢a de albumina em todas as amostras de hemolinfa testadas, de moluscos sadios ou
infectados, baseada na mobilidade eletroforética de acordo com o ponto isoelétrico, ¢ a
densidade de carga elétrica livre. Essas informagdes parecem complementar nossos

resultados do teste de atividade biologica, levando & conclusdo de que os miracidios sdo
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atraidos em direcdo a8 OVA, devido 2 presenca da fracdo proteica homodloga na hemolinfa
desses moluscos. Os miracidios de S. mansoni, nesta situago, foram incapazes de
discriminar a natureza da fragdo proteica, por esse motivo migraram preferencialmente em

dire¢do a OVA (Albumina de ovo).
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5) Conclusoes:

5.1) Estudo da atracio miraxonal:

1) Em sintese, nossos resultados mostraram que tanto moluscos B. Zenagophila
infectados por S. mansoni como sua SCW e sua hemolinfa atrairam mais miracidios SJ que
esses moluscos ndo infectados, sua SCW e sua hemolinfa.

2) Em B. glabrata observamos que sua SCW atraiu mais miracidios BH que o
proprio molusco. Moluscos sadios atrairam mais miracidios que os moluscos infectados. O
mesmo ocorreu com a sua hemolinfa.

3) Em B. glabrata infectada por S. mansoni, observamos haver uma nitida repeléncia
aos miracidios. Encontramos um comportamento oposto em B. fenagophila infectada;

3) Utilizando o extrato de glandula do albumen de B. tenagophila sadios e infectados
observamos resultados semelhantes aos obtidos anteriormente com essa espécie de molusco.
O extrato da glandula do albimen de moluscos infectados atraiu mais miracidios SJ que o
extrato de moluscos sadios.

4) Ao compararmos a capacidade de atragdo miraxonal do extrato da glandula do
albumen de B. tenagophila sadios e infectados com a SCW desses moluscos, podemos
SUgertir:

* Que os componentes do extrato da glindula do albumen de moluscos B.
tenagophila s30 quimioatraentes para os miracidios de S. mansoni SJ;

* Que o extrato da glindula do albamen atrai mais miracidios SJ que sua SCW,
independente da SCW ser de moluscos sadios ou infectados.

5) Essas conclusdes foram confirmadas pela analise estatistica (Anexo 1, paginas 1 a

6).
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5.2) Anilise automatica de aminoacidos livres:

1) Os resultados da analise de aminoacidos livres parecem complementar os
resultados obtidos no estudo da atracdo miraxonal. Observamos que varios aminoacidos,
ausentes na SCW de B. tenagophila sadia estavam presentes em concentragdes elevadas na
SCW de moluscos infectados.

2) Na hemolinfa de B. glabrata sadias e infectadas observamos haver um aumento da
concentragio de aminoacidos livres nos moluscos infectados por 8. mansoni.
3) Na hemolinfa de B. tenagophila observamos uma redugdo no conteido de
aminoacidos livres em B. tenagophila infectadas, em relagdo aos moluscos sadios.
4)Na SCW de B. glabrata houve uma diminui¢do do contendo de aminoacidos livres,
nos moluscos infectados por §. mansoni.
5) Ndo houve correspondéncia entre o conteudo de aminoécidos livres da hemolinfa e

da SCW.

5.3) Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE):

Ao realizarmos a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das amostras de
hemolinfa de B. glabrata ¢ de B. tenagophila infectadas ou ndo pelo S. mansoni
concluimos que :

- A hemolinfa de B. glabrata infectada pelo 8. mansoni ndo apresentou um perfil
proteico diferente ao encontrado na hemolinfa dos moluscos sadios, na faixa de peso
molecular analisada;

- A hemolinfa de B. tenagophila infectada pelo S. mansoni apresentou uma diferenga

visivel em relagdo ao perfil proteico encontrado na hemolinfa dos moluscos sadios. A
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hemolinfa de B. tenagophila infectada apresentou auséncia de pelo menos duas bandas
proteicas de PM por volta de 45 Kda;

- A hemoglobina parece ser a proteina predominante. No entanto, para fazer essa
afirmacdo, seria conveniente a repetigdo da eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE), utilizando padrdo de peso molecular mais amplo. Encontramos vérias bandas, que

possivelmente sejam sub-fragdes da hemoglobina.

5.4) Cromatografia de Exclusio Molecular:

Ao analisarmos os resultados obtidos da Cromatografia de exclusdo molecular das
amostras de hemolinfa livre de células de B. glabrata e de B. tenagophila concluimos que:

- Em todas as amostras houve uma nitida presenga da hemoglobina, que parece ser a
proteina predominante, além de diversas outras fra¢des encontradas;

- A Eletroforese em gel de poliacrilamida das fragdes cromatograficas confirmou a
presenga das fragdes encontradas, separadas por seu peso molecular, embora sem a
possibilidade de identificagdo precisa, devido a utilizagdo da coloragdo por prata, formando
uma mancha sobre a faixa do padréo de peso molecular.

- Todas as fragdes de peso molecular aprsentaram a atividade bioldgica de atragdo
miraxonal, confirmada pela analise estatistica (Anexo 1, paginas 7 a 13).

- Quanto 2 atividade de atragdo miraxonal encontrada nos grupos - controle dos testes
de atividade biologica, chegamos as seguintes conclusdes:

1) A Ovoalbumina (OVA) exerceu uma atragdo de 75% sobre os miracidios de S.
mansoni BH, provavelmente pela presenga de fragdo proteica homdloga na hemolinfa da

maioria dos moluscos estudados;
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2) A agarose (AGA), substrato nos testes de atragdo miraxonal ¢ o tampio fosfato,

diluente usado na cromatografia de exclusdo molecular, ndo apresentaram atragdo miraxonal
sobre os miracidios;

3) Tais conclusdes foram confirmadas pela analise estatistica (Anexo 1, pagina 7

(AGA, no anexo, Tipo= A), pagina 9 (OVA, no anexo, Tipo= O e tampdo fosfato, no anexo,

Tipo=T).

5.5) Consideracdes finais:

O presente trabalho teve por objetivo geral procurar elucidar alguns aspectos
parasitologicos e bioquimicos envolvidos na relagdo hospedeiro (molusco planorbideo) x
parasita trematddeo (8. mansoni). Demos continuidade aos estudos de atragdo miraxonal
que vem sendo realizado por nossa equipe de trabalho, na tentativa de identificar os
mecanismos envolvidos na atragdo existente entre miracidios e moluscos. Aspectos
bioquimicos como a anilise do conteiido de aminoacidos livres bem como do contetdo de
proteinas na hemolinfa, SCW ¢ extrato da glandula do albimen de moluscos planorbideos
hospedeiros de S. mansoni podem contribuir a abertura de novas linhas de pesquisa, tendo
por base nossos resultados. Quanto a analise de aminoacidos livres, consideramos ser
importante o conhecimento de seu conteudo, visto que sdo possiveis candidatos a
quimioatraentes. Ao darmos prosseguimento a esse trabalho, fariamos testes de atragdo
miraxonal utilizando aminoacidos sintéticos, naturalmente aqueles com os quais obtivemos
resultados importantes , tais como: 1)} Tyr (Tirosina), que foi encontrado na SCW de B.
tenagophila sadia (WBtS) na concentragdo de 3,50 pmoles/250 mL de agua e na SCW de
moluscos infectados da mesma espécie (WBtl) na concentragdo de 957,64 umoles/250 mL;
e 2) Cys (Cistina): 5,87 umoles/250 mL na SCW de B. tenagophila sadia (WBtS) e 107,20
umoles/250 mL na SCW desses moluscos, infectados (WBtl).

Um outro aspecto a ser estudado seria a analise cromatografica e eletroforética dos

extratos da glandula do albiimen, com o objetivo de identificar os possivels quimioatraentes,
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pois foram as amostras que apresentaram maior atragdo miraxonal, em nosso trabalho. Seria
importante dar continuidade & esse estudo, procurando responder o porque desta grande
atragdo miraxonal encontrada.

Além disso, seria conveniente repetir a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) utilizando padrio de peso molecular mais amplo, com o objetivo de comprovar a
presenga da hemoglobina, j& conhecida como sendo a maior proteina encontrada na
hemolinfa de B. glabrata, ¢ observada na cromatografia de exclusio molecular, em nossos
resultados. Seria interessante repetir a cromatografia de exclusio molecular utilizando outra
solugdo tampdo, pois utilizamos o tampdo fosfato, e tivemos dificuldades em diluir as
fragdes isoladas para a realizagdo da eletroforese (SDS-PAGE).

Podemos observar que nosso trabalho, embora aparentemente denso ¢ inconclusivo,
abre novos caminhos para a continuidade das pesquisas de substincias quimioatraentes e dos
mecanismos envolvidos na atragdo miraxonal, ¢ também para o estudo das alteragdes

bioquimicas no molusco hospedeiro em decorréncia da infecgdo por S. mansoni.
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RESUMO

Estudamos a atragdo miraxonal frente a moluscos Biomphalaria glabrata ¢
Biomphalaria tenagophila infectados ou ndo pelo Schistosoma mansoni, sua agua de
condicionamento {(SCW), sua hemolinfa e seu extrato da glandula do albmen.

Em sintese, pudemos observar que moluscos B. fenagophila infectados atrairam mais
miracidios de 8. mansoni SJ que os moluscos ndo infectados. O mesmo ocorreu com sua
SCW, sua hemolinfa e também seu extrato da glindula do albiimen. O mesmo ndo ocorreu
em B. glabrata infectada por S. mansoni, que apresentou uma nitida repeléncia aos
miracidios BH.

Em B. glabrata observamos que sua SCW atraiu mais miracidios de 8. mansoni BH
que o proprio molusco. Moluscos B. glabrata sadios atrairam mais miracidios que o0s
moluscos infectados.

Ao compararmos a atragdo miraxonal frente ao extrato da glandula do albimen de
moluscos sadios e infectados com sua SCW pudemos verificar que: 1) Os componentes do
extrato da glandula do albamen seriam quimioatraentes para os miracidios de §. mansoni,

2) O extrato da glandula do albimen atraiu mais miracidios que sua SCW, independente
dessa SCW ser de moluscos sadios ou infectados por S. mansoni.

Paralelamente analisamos o contetido de aminoacidos livres da hemolinfa, da SCW e
do extrato da glandula do albtimen de B. glabrata ¢ B. tenagophila infectadas ou ndo pelo
S. mansoni.

Na hemolinfa de B. glabrata sadia (HBgS) foram encontrados 28 aminodcidos livres,
e na hemolinfa de moluscos infectados (HBgl) foram encontrados 32. Na hemolinfa de B.
tenagophila sadia (HBtS) foram encontrados 28 aminoacidos livres e na hemolinfa dos

moluscos infectados foram encontrados 3 3.
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Na hemolinfa de B. glabrata infectada houve um aumento geral da concentracdo de
aminoacidos livres em relagio ao encontrado na hemolinfa de moluscos sadios. Na
hemolinfa de B. tenagophila infectada houve uma redugdo da concentragdio de aminoacidos
livres em relagdo aos moluscos sadios.

Na agua de condicionamento (SCW) de B. glabrata sadias foram encontrados 19
aminodcidos livres, enquanto que na SCW desses moluscos, infectados por S. mansoni
foram encontrados 17. Na SCW de B. tenagophila sadias foram encontrados 19
aminoacidos livres, enquanto que na SCW de B. tenagophila infectados foram encontrados
16. Nio houve correspondéncia entre o conteido de aminoacidos livres da hemolinfa ¢ da
SCW.

No extrato da glindula do albumen de B. glabrata sadios foram encontrados 4
aminodcidos livres e nos moluscos infectados foram encontrados 5. No extrato da gldndula
do albamen de B. tenagophila sadia foram encontrados 7 aminodcidos livres e nos moluscos
infectados foram encontrados 6. Analisamos o conteido de aminoacidos livres como
possiveis quirnioatraentes para os miracidios de §. mansoni.

Através da eletroforese em gel de poliacrilamida da hemolinfa verificamos haver uma
reducdo de algumas fragGes proteicas na hemolinfa de B. tenagophila infectadas por S.
mansoni, por volta de 45 Kda.

A cromatografia de exclusio molecular da hemolinfa apresentou em ambas espécies
de moluscos sadios ou infectados uma caracteristica nitida da presenca da hemoglobina e as
demais fragdes de menor peso molecular. Tal resultado foi confirmado na eletroforese (SDS-

PAGE).
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SUMMARY

We studied the miraxonal atraction in the snails Biomphalaria glabrata and B.
tenagophila, both infected with Schistosoma mansoni and non infected , the snail
conditioned water (SCW), the hemolymph and the albumen gland extract.

We were able to observe that infected B. tenagophila atracted more SJ S. mansoni
miracidia than the non-infected snails. The same fact was observed with the SCW, the
hemolymph and the albumen gland extract. The opposite results occur with infected B.
glabrata snails, wich showed a clear repellence to the BH 8. mansoni miracidia.

In B. glabrata snails, we observed that their SCW atracted more BH 8. mansoni
miracidia than snails. Non infected B. glabrata atracted more miracidia than the infected
ones.

The comparison of the miraxonal atraction to the albumen gland extracts of non
infected and infected snails with their SCW, showed that: 1) The components of the
albumen gland extract were chemoattactive to S. mansoni miracidia; 2) The albumen gland
extracts attracted more miracidia than their SCW, regardless of the SCW being from
infected or non 1infected snails.

In addition, we analysed the presence of free amino acids in the hemolymph, SCW
and albumen gland extracts of infected by §. mansoni or non infected B. glabrata and B.
tenagophila. In the hemolymph of non infected B. glabrata (HBgS), we found 28 free
amino acids, and in the hemolymph of snails infected with S. mansoni (HBgl) we found 32.
In the hemolymph of infected B. glabrata, there was a general increase in concentration of
free amino acids when compared to the values observed in the hemolymph of non infected

snails.
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In the snail conditioned water (SCW) of non infected B. glabrata (WBgS) we found
19 free amino acids, while in the SCW of snails infected with 8. mansoni, only 17 amino
acids were found. In the SCW of non infected B. tenagophila 19 free amino acids were
found, whereas in the the SCW of infected B. tenagophila 16 free amino acids were found.
No relationship between the content of free amino acids of the hemolymph and SCW was
detected.
In the albumen gland extract of non infected B. glabrata 4 free amino acids were
found and 5 in the infected snails. In the albumen gland extract of non infected B.
tenagophila we found 7 free amino acids and 6 in the infected snails.
Free amino acids were tested as possible chemoattratents to the S.mansoni miracidia.
Through polyacrilamide gell electrophoresis (SDS-PAGE) we verified a reduction of
some protein fractions with molecular weight in the range of 45 Kda, in the hemolympph of
B. tenagophila infected with 8. mansoni.
The molecular exclusion cromatography of the hemolymph of both species of snails
showed a clear presence of haemoglobin and other fractions with lower molecular weights.

This result was confirmed by the electrophoresis (SDS-PAGE).
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RELATORIO DA ANALISE ESTATISTICA
DO ESTUDO DA ATRACAO MIRAXONAL




Objetivo

Este trabalho foi desenvovido com o intuito de detectar fatores que influenciam na atragio
de miracidios de Schistosoma mansoni. Os fatores considerados, tipo, espécie e infecgdo se
restringem a duas espécies de caramujos, Biomphalaria glabrata e Biomphalaria tenagophilu. O
trabaltho se deteve no estudo de quatro tipos de substincias relativas aos caramujos, considerando
essas duas espécies e o fato de estarem infectados ou nfo. Essas substancias sdo:

- Hemolinfa, sangue do caramujo;
- Snail Conditioned Water, agua onde 0 caramujo € colocado durante algum tempo e depois é
retirado;
- Extrato de Glandula de Albumen, substdancia produzida pelo caramujo;
- Molusco, o proprio caramujo.
Resumindo ¢ apresentando a codificagdo utilizada para representar os fatores e seus

respectivos niveis, tem-se a seguinte tabela:

TIPO ESPECIE INFECCAQ
A - Ext. glandula de Albumen | G - Biomphalaria glabrata N - Nio infectado
H - Hemolinfa T - Biomphalaria tenagophila | S -« 2a0

S - Snail Conditioned Water

M - Molusco

Descricio do Experimento

O aparetho empregado na realizagio dos experimentos constituia-se de dois compartimentos,

A e B, ligados por um canal C, como mostra a ilustragdo a seguir.



//‘_"—‘L-\ /"_""-w,_\\.
\-\\ 4’/ \ .
i COMP. COMP.
\ A CANAL C B
|
S /-‘
T \‘/ \\‘%U S

O experimento foi conduzido em 2 etapas. Na primeira etapa , combinagGes dos niveis dos
3 fatores eram colocadas no compartimentio A deixando o compartimento B com agua de tanque.
Nurma segunda etapa do experimento, duas combinagtes dos niveis dos trés fatores eram comparadas
no mesmo aparelho, colocando-se uma delas no compartimernto A € a outra no compartimento B.

Cada experimento foi conduzido com um numero de 10 miracidios, que eram colocados no
canal C, ¢ depois de um determinado tempo, observava-se o numero de miracidios que se
encontravam em cada compartimento e também no canal C.

Dez replicagbes foram realizadas para cada experimento, isto €, para cada combinagdo dos
niveis dos fatores utilizados no estudo, dez experimentos foram feitos.

Na primeira etapa, descrita acima, foi conduzido um fatorial completo, ou seja, todas as
combinagdes possiveis dos niveis dos 3 fatores foram colocadas no compartimento A, somando um
total de 16 grupos a serem analisados, cada um com dez replicagdes. Assim, 160 experimentos foram
conduzidos nesta etapa. |

Na segunda etapa, fez-se uma comparagdo entre as combinagoes qﬁe atratam maior quatidade
dos miracidios. segundo critérios estabelecidos pelo pesquisador com base nos resultados do

experimento antenor.



Analise Estatistica

Foi utilizado o software SAS ¥ (Statistical Analysis System) versdo 6.08, para a obtengdo das
estatisticas de interesse. O procedimento especifico do SAS usado neste trabalho foi 0 CATMOD
(Categorical Modeling).

Como o objetivo do trabalho ¢ saber as substdncias que atraem os miracidios, optou-se pela
exclusio do canal C da analise estatistica. Dessa forma, restringiu-se a aten¢do aos compartimentos
A e B, onde o Gltimo serviu como controle na primeira etapa do experimento, ja que em seu conteido
havia apenas agua de tanque, que ndo possui nenhum atrativo relacionado com os caramujos.

A analise estatistica revelou a existéncia de interagfio entre os fatores tipo, espécie e infecgdo,
o que significa que ndo é possivel analisar cada fator isoladamente, ou seja, ndo se pode dizer qual
espécie, ou qual substincia ou se o fato de estar infectado ou ndo atrai mais miracidios. S6 se pode
tirar conclusdes quando se consideram as combinagdes de todos os fatores conjuntamente. A
significancia da interagdo dos trés fatores ¢ inferior a 0.0005%. O significado de uma interagdo de
dois fatores é que o efeito de um fator depende dos niveis do outro fator. Agora, uma interagdo de
trés fatores significante, como nesse caso, indica que o efeito de interagdo entre dois dos fatores
depende dos niveis do terceiro fator. Para interpretar a interaggo, fez-se uma analise grafica, onde
plotou-se a interagdo dos fatores espécie ¢ infec¢do para cada nivel do fator TIPO.

O comportamento da interagdo ¢ semelhante nos niveis Snail Conditioned Water e Molusco,
ou seja, o efeito na proporgio de miracidios que migram para o compartimento A quando se muda
da espécie G para T € praticamente ¢ mesmo, tanto no ¢aso infectado como no ndo infectado. J& no
nivel Hemolinfa, apenas o caso infectado é similar ao dos outros dois descritos acima. No caso ndo
infectado, quase ndo ha efeito provocado pela mudanga de espécie. Nesses trés niveis, o efeito para
o caso infectado quando se muda da espécie G para T é um aumento na propor¢io de miracidios no
compratimento A. Entretanto, no nivel Extrato de Glandula de Albumen, o efeito ¢ uma pequena
reduciio nesta proporgao.

Para o caso ndo infectado no nivel Extrato de Glandula de Albumen, o comportamentc do
efeito é similar aos niveis Snail Conditioned Water e Molusco. Vale ressaltar que o efeito para esse
caso em todos 0S8 quatro niveis representa um decréscimo na propor¢do de muracidios no

compartimento A quando se muda da espécie G para T.



Grafico 1. Grafico 2.
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% DE MERACTDIOS

Os graficos 5, 6 e 7 apresentados abaixo se referem a segunda etapa do experimento.
Analisando esses graficos, pode-se obter mais detalhes sobre as possiveis substancias que influem na
atracio dos miracidios.

No grafico 7, onde considera-se os experimentos com Snail Conditioned Water, tanto no
compartimento A como no B, nota-se que o fator infecgio do caramujo da espécie Biomphalaria
glabrata é importante quando comparado com a espécie Biomphalaria tenagophila infectada. Em
outras palavras, quando o caramujo da espécie G ndo esta infectado, esta combinagdo atrai mais 0s
miracidios que a combinagio espécie T infectada. Agora, quando ele estd contaminado, a
combinagio espécie T infectada atrai mais. Também percebe-se que a espécie T , independente de
estar infectada ou ndo,atrai mais que a espécie G infectada.

No grafico 5, onde considera-se os experimentos realizados com a espécie T nos dois
compartimentos, nota-se que o Extrato de Glandula de Albumen atrai mais que Snail Conditioned
Water. A mesma conclusdo estende-se para o caso em que é analisada a espécie G em ambos os

compartimentos. (vide grafico 6 ).

Grifico 3. Gréfico 6.
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Gréfico 7.
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Analise Estatistica

Para avaliar a migracio de miracidios para os compartimentos, utilizou-se o teste t-Student
para amostras dependentes. Este teste foi aplicado sobre a variavel DIF = NA - (NB + NC).

Nas tabelas fornecidas aparecem para cada grupo de Espécie, Infecgdo ¢ tipo, a média da
variavel DIF, o seu desvio padrdo e o p-valor do teste. A hipotese do teste € de que ndo ha diferenca
no nimero de miracidios que migram para 0 compartimento A em relagdo aos que permanecem no
compartimento C ou 0s que migram para o B. Se o nivel de significancia adotado ¢ maior que o p-
valor apresentado, entdo rejeita-se a hipOtese em questdo, caso contrario, ndo ha evidéncias
estatisticas que levem a rejeigdo da hipotese.

Se a média da variavel DIF for positiva indica que ha um maior nimero de miracidios no
compartimento A, significando que ha uma tendéncia a atragdo para este compartimento. Se, no

entanto, a média for negativa, indicard uma possivel repulsdo em relagdo ao compartimento A.

Espécie = G Infecgdo = N Tipo = A

Média DP P-valor

0.2000000  0.6324555 0.3434

Espécie = G Infecgdo = N Tipo = CHI -

Media DP P-valor

6.6000000 2.1186998 0.0001

Espécie = G Infecgo = N Tipo = CH2 ----

Media DP P-valor

4.0000000  1.6329932 0.0001




Espécie = G Infecgdo = N Tipo = CH3

Meédia DP P-valor

5.8000000 1.4757296 0.0001

Espécie = G Infeccgdo = N Tipo = CH4

Média DP P-valor

6.2000000 2.2010099 0.0001

Espécie = G Infecgdo = N Tipo = CHS

Média Dp P-valor

5.6000000 2.2705848 0.0001

Espécie = G Infecgio = N Tipo = CH6

Media DP P-valor

44000000 1.5776213 0.0001

Espécie = G Infecgdo = N Tipo = CH7

Meédia DP P-valor

3.8181818 2.2723636 0.0002

Espécie = G Infecgdo = N Tipo = CHS8

Media DP P-valor

51111111 1.7638342 0.0001




Espécie = G Infecgdo = N Tipo = O

Meédia DP P-valor

5.0000000 1.4142136 0.0001

Espécie = G Infecgdo = N Tipo =T

Média DP P-valor

-2.2000000 2.5733679 0.0243

Espécie = G Infecgio = S Tipo = CHI

Media DP P-vaior

7.0000000 19436506 0.0001

Espécie = G Infecgdo = S Tipo = CH2

Meédia DP P-valor

3.2000000 1.9321836 0.00035

Espécie = G Infeccdo = S Tipo = CH3

Media DP P-valor

3.6000000 1.5776213 0.0001

Espécie = G Infeccdo = S Tipo = CH4

Meédia DP P-valor

3.2000000 10327956 0.0001




Espécie = G Infecgdo = S Tipo = CH5

Media DP P-valor

42000000 14757296 0.0001

Espécie = G Infecgdo = S Tipo = CH6

Meédia DP P-valor

5.2000000 1.0327956 0.0001

Espécie = G Infecgdo = S Tipo = CH7

Média DP P-valor

42000000 1.4757296 0.0001

Espécie = G Infecgdo = S Tipo = CH8

Média DP P-valor

46000000 13498971 0.0001

Espécie = G Infecgio = S Tipo = CHY

Média DP P-valor

54000000 1.6465452 0.0001
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Espécie = G Infecgdio = S Tipo = CH10

Meédia DP P-valor

54000000 1.3498971 0.0001

Espécie = T Infecgdo = N Tipo = CHI

Média DpP P-valor

52727273 2.0538213 0.0001

Espécie = T Infecgdo = N Tipo = CH2

Meédia DP P-valor

71111111 1.0540926 0.0001

Espécie = T Infecgdo = N Tipo = CH3

Média DP P-valor

4.8000000 1.9321836 0.0001

Espécie = T Infecgdo = N Tipo = CH4

Media Dp P-valor

6.0000000 1.3333333 0.0001

-- Espécie = T Infecgdo = N Tipo = CHS

Média DP P-valor

5.6000000 15776213 0.0001]
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Espécie = T Infecgdo = N Tipo = CH6

Meédia DP P-valor

5.4000000 1.3498971 0.0001

Espécie = T Infecgdo = N Tipo = CH7

Media DP P-valor

54000000 1.3498971 0.0001

Espécie = T Infecgdo = N Tipo = CH8

Meédia DP P-valor

4.8000000 1.3984118 0.0001

Espécie = T Infecgdo = S Tipo = CH1

Média DPp P-valor

6.0000000 1.8856181 0.0001

Especie = T Infeccio = S Tipo = CH2

Meédia DP P-valor

4.0000000 1.6329932 0.0001

Espécie = T Infecgdo = S Tipo = CH3

Media DP P-valor

38000000 14757296 0.0001

12
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Espécie = T Infecgdo = S Tipo = CHS

Média Dp P-valor

44000000 1.8378732 0.0001

Espécie = T Infeccdo = S Tipo = CH6

Meédia DPp P-valor

52000000 1.0327956 0.0001

Espécie = T Infeccdo = S Tipo = CH8

Media DP P-valor

5.2000000 1.3984118 0.0001

Espécie = T Infecgdo = 8 Tipo = CHIO

Média DP P-valor

3.6000000 2.0655911 0.0004

Espécie = T Infecgdo = S Tipo =CHI2-

Meédia DP P-valor

3.8000000 1.1352924 0.0001
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TABELA 1.- Teste de atracdo miraxonal de miracidios de §. mansoni frente & moluscos B.
glabrata sadios

Molusco Camara A Canal C Camara B
BgS * (dgua)
| 8 0 2
2 10 0 0
3 9 0 1
4 6 0 4
5 8 0 2
6 7 0 3
7 8 0 2
8 7 0 3
9 6 0 4
10 8 0 2
Média= 7,7 0 2.3
D. padrdo= 1,25 0 1,25

* 10 miracidios BH
BgS = B. glabrata sadia (nio infectada por S. mansoni)



TABELA 2.- Teste de atragdo miraxonal de miracidios de S. mansoni frente a moluscos B.
glabrata infectados por S. mansoni

Molusco Cémara A Canal C Camara B
Bgl * (agua)
1 1 0 9
2 0 0 10
3 2 0 8
4 2 0 8
5 1 0 9
6 4 0 6
7 0 0 10
8 2 0 8
9 3 0 7
10 2 0 8
Média= 1,7 0 8,3
D. padrdo= 1,25 0 1,25

* 10 miracidios BH
Bgl = B. glabrata infectada por 8. mansoni



TABELA 3.- Teste de atragdo miraxonal de miracidios de S. manseni frente a SCW de B.
glabrata sadias.

Molusco Cémara A Canal C Céamara B
WBgS * (agua)
1 9 0 1
2 10 0 0
3 10 0 0
4 10 0 0
5 10 0 0
6 10 0 0
7 10 0 0
8 10 0 0
9 10 0 0
10 10 0 0
Média= 9.9 0 0.1
D. padrio= 0,31 0 0,31

* 10 miracidios BH
WBgS = SCW de B. glabrata sadia (ndo infectada)



TABELA 4.- Teste de atragdo miraxonal de miracidios de S. mansoni frente 4 SCW de B.
glabrata infectadas por S. mansoni

Molusco Cémara A Canal C Cémara B
WBgl * (agua)
1 0 0 10
2 2 0 8
3 1 0 9
4 0 0 10
5 2 0 8
6 3 0 7
7 2 0 8
8 2 0 8
9 1 0 9
10 3 0 7
Média= 1,6 0 8.4
D. padrdo= 1,07 0 1,07

* 10 miracidios BH
WBgl = SCW de B. glabrata infectada por 5. mansoni



TABELA 5.- Teste da atragdo miraxonal frente 2 moluscos B. tenagophila sadios

Molusco Céamara A Canal C (émara B
BtS * (4gua)
1 3 3 4
2 4 2 4
3 4 3 3
4 5 2 3
5 5 2 3
6 4 0 6
7 5 1 4
8 5 0 5
9 5 0 5
10 4 2 4
Média= 44 1,5 4,1
D.padrdo= 0,69 1,18 4,99

* 10 miracidios SJ
BtS = B. tenagophila sadia (ndo infectada por S. mansoni)



TABELA 6.- Teste de atragdo miraxonal frente 4 moluscos B. tenagophila infectados por S.
mansoni

Molusco Céamara A Canal C Cémara B
BtI * (agua)
1 6 1 3
2 8 0 2
3 9 0 1
4 7 0 3
5 3 4 3
6 7 0 3
7 6 0 4
8 8 0 2
9 9 0 1
10 7 I 2
Média= 7,0 0,6 2.4
D.padrdo= 1,76 1,26 0,96

* 10 miracidios S}
BtI= B. tenagophila infectada por S. mansoni



TABELA 7.- Teste da atracdo miraxonal frente 8 SCW de B. tenagophila nio infectadas
por 8. mansoni

Amostra de Camara A Canal C Camara B

SCW WBtS * (agua)

i 2 2 6

2 6 2 2

3 4 1 5

4 8 1 1

5 8 0 2

6 8 0 2

7 8 0 2

8 9 0 1

9 7 0 3

10 8 0 2
Média= 6,8 0,6 2,6
D.padriao= 2,20 0,84 1,64

* 10 miracidios SJ
WBtS = SCW de B. tenagophila sadia (ndo infectada por S. mansonti)



TABELA 8.- Teste da atragio miraxonal frente 8 SCW de B. fenagophila infectadas por S.
mansoni

Amostra de Camara A Canal C Cémara B

SCW WBtI * (4gua)

1 6 0 4

2 7 0 3

3 9 0 1

4 9 0 1

35 6 0 4

6 9 0 1

7 6 0 4

8 9 0 1

9 9 0 1

10 7 0 3
Média= 7,7 0 2.3
D.padrdo= 1,42 0 1,42

* 10 miracidios SJ
WBtI = SCW de B. tenagophila infectada por §. mansoni



TABELA 9. - Teste da atragdo miraxonal frente 8 SCW de B. glabrata sadias e 2 SCW de
B. tenagophila infectadas por S. mansoni

Amostra de Cémara A Canal C Cémara B
SCW WBgS * WBtI
1 2 1 7
2 8 0 2
3 7 1 2
4 9 1 0
5 1 0 9
6 4 0 6
7 8 0 2
8 2 0 8
9 3 0 7
10 3 0 7
Media= 4,7 0,3 5,0
D.padrido= 2,98 0,48 3,16

* 10 miracidios BH
WBgS= SCW de B. glabrata sadia (nao infectada por S. mansoni)
WBtl= SCW de B. tenagophila infectada por S. mansoni
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TABELA 10. - Teste da atragdo miraxonal frente 4 SCW de B. glabrata infectadas por S.
mansoni e 4 SCW de B. tenagophila sadias

Amostra de Camara A Canal C Cdmara B
SCW WBgl * WBtS
1 3 0 7
2 3 0 7
3 3 0 7
4 4 0 6
5 2 0 8
6 3 1 6
7 2 1 7
8 2 0 8
9 2 0 8
10 4 0 6
Média= 2,8 0,2 7,0
D.padrdo= 0,79 0,44 0,86

* 10 miracidios BH; WBgl = SCW de B. glabrata infectada por S. mansoni; WBtS= SCW
de B. tenagophila sadia.
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TABELA 11.- Teste da atragdo miraxonal frente 8 SCW de B. glabrata ¢ B. tenagophila
infectadas por S. mansoni

Amostra de Cémara A Canal C Camara B
SCW WBgl * WHBtI

1 3 0 7

2 1 1 8

3 3 0 7

4 3 0 7

5 4 0 6

6 2 0 8

7 3 0 7

8 2 0 8

9 3 1 6

10 3 0 7
Média= 2,7 0.2 7,1
D.padrido= 1,0 0 1,0

* 10 miracidios BH
WBgl: SCW de B. glabrata infectadas por S. mansoni
WBtl: SCW de B. tenagophila infectadas por S. mansoni



TABELA 12.- Teste de atragio miraxonal frente 4 hemolinfa de B. glabrata sadias

12

Amostra de Camara A Canal C Céamara B

hemolinfa HBgS * (agua)

1 6 0 4

2 7 0 3

3 7 0 3

4 7 0 3

5 8 0 2

6 8 0 2

7 7 0 3

8 8 0 2

9 6 1 3

10 8 0 2
Média= 7.2 0,1 2,7
D.padrio= 0,79 0,31 0,65

* 10 miracidios BH
HBgS: Hemolinfa de B. glabrata sadias
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TABELA 13.- Teste da atracio miraxonal frente 4 hemolinfa de B. glabrata infectadas por
S. mansoni

Amostra de Camara A Canal C Cémara B

hemolinfa HBgl * (agua)

1 6 0 4

2 6 0 4

3 5 0 5

4 6 0 4

5 7 0 3

6 6 0 4

7 6 0 4

8 6 0 4

9 7 0 3

10 6 0 4
Média= 6,1 0 3,9
D.padrdo= 0,57 0 0,57

* 10 miracidios BH
HBgl: Hemolinfa de B. glabrata infectadas por S. mansoni
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TABELA 14.- Teste da atragdo miraxonal frente & hemolinfa de B. tenagophila sadias

Amostra de Cémara A Canal C Cémara B

hemolinfa HBtS * (agua)

1 7 0 3

2 8 0 2

3 7 0 3

4 g 0 2

5 6 0 4

6 7 0 3

7 6 0 4

8 7 0 3

9 8 0 2

10 7 0 3
Média= 7.1 0 2,9
D.padrio= 0,74 0 0,74

* 10 miracidios SJ
HBtS: Hemolinfa de B. tenagophila sadias
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TABELA 15.- Teste da atragdo miraxonal frente 3 hemolinfa de B. tenagophila infectadas
por S. mansoni

Amostra de Camara A Canai C Céamara B

hemolinfa HBtI * (agua)

1 10 0 0

2 7 0 3

3 9 0 1

4 8 0 2

5 8 0 2

6 8 0 2

7 8 0 2

8 9 0 1

9 9 0 1

10 9 0 1
Média= 8.5 0 1,5
D.padrdo= 0,85 0 0,85

* 10 miracidios 8J
HBtl: Hemolinfa de B. tenagophila infectadas por S. mansoni
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TABELA 16.- Teste da atragdo miraxonal frente ao extrato de glandula de albumen de B.
tenagophila sadias

Amostra Cémara A Canal C Camara B
GABtS * (agua)
1 7 0 3
2 8 0 2
3 8 0 2
4 4 1 5
5 6 0 4
6 7 0 3
7 6 0 4
8 6 0 4
9 6 0 4
10 7 0 3
Média= 6,5 0,1 3,4
D.padrdo= 1,18 0,31 0,96

* 10 miracidios SJ
GABtS = Extrato de glandula de albiimen de B. fenagophila sadias.
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TABELA 17.- Teste de atracdo miraxonal frente ao extrato da glandula do albimen de B.
tenagophila infectadas por . mansoni

Amostra Cémara A Canal C Cémara B

GABtl * (agua)

1 7 0 3

2 8 0 2

3 8 0 2

4 7 0 3

5 8 0 2

6 9 0 1

7 6 0 4

8 5 0 5

9 8 0 2

10 6 0 4

Média= 7,2 0 2,8
D.padrio= 1,23 0 1,23

* 10 miracidios SJ
GABtI = Extrato de glandula de albamen de B. tenagophila infectadas por S. mansoni.
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TABELA 18.- Teste da atragdo miraxonal frente ao extrato de glandula de albumen e &
SCW de B. tenagophila sadias.

Amostra Camara A Canal C Cémara B

GABtS * WBtS

1 7 0 3

2 7 0 3

3 9 0 1

4 7 0 3

5 3 0 2

6 9 0 1

7 9 0 1

8 9 0 1

9 8 0 2

10 9 0 1

Média= 8.2 0 1,8
D.padrio= 0,92 0 0,92

* 10 miracidios SJ
GABtS = Extrato de glandula de albumen de B. tenagophila sadias.
WBtS = Agua de condicionamento de B. tenagophila sadias.



19

TABELA 19.- Teste da atragio miraxonal frente ao extrato de glindula de albimen de B.
tenagophila sadias e 2 SCW de B. tenagophila infectadas por 8. mansoni.

Amostra Céamara A Canal C Camara B
GABtS * WBt]
1 9 0 1
2 8 0 2
3 10 0 0
4 9 0 i
5 10 0 0
6 7 0 3
7 10 0 0
8 9 0 1
9 7 0 3
10 9 0 1
Média= 8.8 0 1,2
D.padrdo= 1,13 0 1,13

* 10 miracidios SJ
GABtS = Extrato de glandula de albimen de B. fenagophila sadias.
WBtI = Agua de condicionamento de B. tenagophila infectadas por S. mansoni.
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TABELA 20.- Teste da atragdo miraxonal frente ao extrato de glandula de albiumen de B.
tenagophila infectadas por 8. mansoni e ° SCW de B. tenagophila sadias.

Amostra Cémara A Canal C Cémara B
GABtI * WBtS
i & 0 2
2 7 0 3
3 9 0 I
4 7 0 3
5 7 0 3
6 10 0 0
7 9 0 1
8 9 0 1
9 10 0 0
10 7 0 3
Média= 8.3 0 1,7
D.padrdo= 1,25 0 1,25

* 10 miracidios SJ
GABtI = Extrato de glandula de albamen de B. tenagophila infectadas por S. mansoni.
WBtS = Agua de condicionamento de B. tenagophila sadias,
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TABELA 21.- Teste da atragio miraxonal frente ao extrato de glindula de albumen ¢ a
SCW de B. tenagophila infectadas por 8. mansoni.

Amostra Camara A Canal C Cémara B

GABtl * WBtI

1 8 0 2

2 7 0 3

3 6 0 4

4 9 0 1

5 9 0 1

6 8 0 2

7 10 0 0

8 9 0 1

9 8 0 2

10 8 0 2
Média= 8.2 0 1,8
D.padriao= L13 0 1,13

* 10 miracidios SJ
GABtI = Extrato de glindula de albimen de B. fenagophila infectadas por S. mansoni.
WBtI = Agua de condicionamento de B. tenagophila infectadas por 8. mansoni
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TABELA 22.- Teste da atracdo miraxonal frente ao extrato de glindula de albumen de B.
glabrata sadias

Amostra Céamara A Canal C Camara B

GABgS * (agua)

1 9 0 1

2 8 0 2

3 8 0 2

4 9 0 1

5 9 0 1

6 9 0 1

7 7 0 1

8 8 0 2

9 9 0 1

10 9 0 1

Média= 8,5 0 1,3
D.padrdo= 0,70 0 0,70

* 10 miracidios BH.
GABgS = Extrato de glandula de albiimen de B. glabrata sadias.
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TABELA 23.- Teste de atragio miraxonal frente ao extrato glindula de albamen de B.
glabrara infectadas por S. mansoni

Amostra Cémara A Canai C Cémara B
GABgl * (agua)
1 8 0 2
2 9 0 1
3 9 0 1
4 7 | 2
5 9 0 |
6 4 0 6
7 8 0 2
8 9 0 1
9 7 0 3
10 5 0 5
Média= 7,5 0,1 2.4
D.padrdo= 1.8 0,31 1,77

* 10 miracidios BH.
GABgl = Extrato de glindula de albumen de B. glabrata infectadas por S. mansoni.
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TABELA 24.- Teste da atragiio miraxonal frente ao extrato de glindula de albimen e &
SCW de B. glabrata sadias.

Amostra Cémara A Canal C Céamara B
GABgS * WBgS
1 9 0 1
2 7 0 3
3 8 0 2
4 7 0 3
5 7 0 3
6 7 0 3
7 8 0 2
8 8 0 2
9 9 0 1
10 8 0 2
Média= 7.8 0 2,2
D.padrio= 0,79 0 0,79

*10 miracidios BH.
GABgS = Extrato de glandula de albumen de B. glabrata sadias.
WBgS = Agua de condicionamento de B. glabrata sadias.
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TABELA 25.- Teste da atracdo miraxonal frente ao extrato de glindula de albimen de B.
glabrata infectadas por S. mansoni ¢ 8 SCW de B. glabrata sadias.

Amostra Cémara A Canal C Cémara B

GABgl * WBgS

1 8 0 2

2 7 0 3

3 7 0 3

4 8 0 2

5 9 0 1

6 9 0 1

7 8 0 2

8 9 0 1

9 7 0 3

10 7 0 3

Média= 7.9 0 2,1
D.padrio= 0,87 0 0,87

* 10 miracidios BH.
GABgS = Extrato de glandula de albimen de B. glabrata sadias.
WBtI = Agua de condicionamento de B. glabrata infectadas por §. mansoni.
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TABELA 26.- Teste da atragdo miraxonal frente ao extrato de glandula de albimen de B.
glabrata sadias e 8 SCW de B. glabrata infectadas por S. mansoni:

Amostra Cémara A Canal C Cémara B

GABgS * WBgl

1 9 0 1

2 6 1 3

3 9 0 1

4 8 0 2

5 7 0 3

6 6 0 4

7 8 0 2

8 7 0 3

9 8 0 2

10 6 0 4
Média= 7.4 0,1 2,5
D.padréio= 1.17 0,31 1,08

* 10 miracidios BH.
GABgS = Extrato de glandula de albiimen de B. glabrata sadias.
WBgl = Agua de condicionamento de B. glabrata infectadas por S. mansoni.
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TABELA 27.- Teste da atragdo miraxonal frente ao extrato de glandula de albumen e a
SCW de B. glabrata infectadas por S.mansoni

Amostra Cémara A Canal C Camara B
GABgt * WBgl
1 7 0 3
2 9 0 1
3 7 0 3
4 7 0 3
5 9 0 1
6 8 0 2
7 9 0 1
8 9 0 1
9 9 0 1
10 S 0 1
Média= 8.3 0 1,7
D.padrio= 0,95 0 0,95

* 10 miracidios BH.
GABgl = Extrato de glandula de albimen de B. glabrata infectadas por S. mansoni.
WBgl = Agua de condicionamento de B. glabrata infectadas por S. mansoni.
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FIGURA 28: - Perfil de eluigio do padrio de aminoacidos livres mostrando a

resolucéo de cada aminoacido PTC por cromatografia liquida.
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FIGURA 31: - Perfil de elui¢do da hemolinfa de B. tenagophila sadias, mostrando a

resolugiic dos aminoacidos PTC por cromatografia liquida.
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FIGURA 32: - Perfil de eluigdo da hemolinfa de B. tenagophila infectadas por 8.
mansoni, mostrando a resolugio dos aminoacidos PTC por cromatografia liquida.



33

1384 66T -

8R4 6¥°L§ —
(818K §T°95 — ——=

08T 10°35 ~ l.%
T 0065 ~

BAD 105 _ i

Y ERTE

o

A

R N =T
bl

TR R

Jvm

Wh

o - =
]

)

90Y 99751 _ hm“f

arve el

s
VIV peU0r

VIV-8 ¥0° 00 e

YA s

E_.ZIIW..
1 (5 - =

!
L

H

O

=3

LITT0OMN . OT M

3 10! minutes
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FIGURA 34: - Perfil de eluigdo da SCW de B. glabrata infectadas por S, mansoni,

mostrando a resolugdo de aminoacidos PTC por cromatografia liquida.
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FIGURA 35: - Perfil de cluigio da SCW de B. tenagophila sadias, mostrando a

resolucdo de aminoéacidos PTC por cromatografia liquida.
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FIGURA 37: - Perfil de elui¢io do extrato da gldndula do albamen de B. glabrata
sadias, mostrando a resolugdo de aminoacidos PTC por cromatografia liquida.
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39

-
-
~t
L=
s
2 .00 - o
i
1 .50
4 .00
| g | -
2 | 3
o St o
ﬁ - Eﬂ "_::2 l a:
E | 2 = g9 |
z j b g ; o l
[l R R
‘ i LW l] T li
é,' I:E" :L'j' j,:i' N VO i‘!’!'f ':‘;" e e —} a .‘;.5“;"' jl;“, |
o.00 - %’ P T ! g
T : ] i T 0 i ; T e R ; B S 5 T
oo KRR & H3E3 = R A i3 LT L R 1R
i

e AU mpieeaies

FIGURA 39: - Perfil de eluigdo do extrato da glandula do albumen de B. tenagophila
sadias, mostrando a resolugdo de aminoacidos PTC por cromatografia liquida.
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FIGURA 40: - Perfil de eluicdo do extrato da glandula do albumen de B. tenagophila
infectadas por S. mansoni, mostrando a resolugdo de aminoacidos PTC por
cromatografia liquida.



