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Abstract

The ciliate protozoan Spirostomum ambiguum is known to contain deposits of
hydroxyapatite as first detected by F.G.E. Pautard in 1959 (Biochim. Biophys.
Acta 35: 33, 1959). A piezoelectric potential was applied to laboratory cultured
organisms in order to stimulate growth of these deposits, and to follow this
mineralization process. Here we report studies on the isolated aggregates
(ossicles) as obtained by use of transmission and scanning electron microscopy,
combined with energy dispersive X-ray spectroscopy (EDS), selected area
electron gjfffction (SAED) and other methods. Organisms kept starving for
almost 3 months underwent a progressive change in body shape, from elongate
to a "ball" shape; at this late stage of volume change, the cells were loaded
with mineral inclusions. The synthesis of the ossicles is very likely associated to
the alkaline phosphatase activity, as demonstrated in thin sectioned material,
using the Mayahara’s incubating medium (Mayahara, H., et al. Histochemie 11:
88, 1967). Results obtained in the present study, confirmed the hydroxyapatite
nature of these ossicles. Within the ossicles, the constituent crystals exhibit a
radial disposition as seen in thin sections. A computer processed model is

proposed for the hydroxya patite crystal of Spirostomum ambiguum.
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Resumo

O protozoario ciliado  Spirostomum ambiguum contém  depésitos  de
hidroxiapatita, e foi estudado por F.G.E. Pautard em 1959 (Bicchim. Biophys.
Acta 35: 33, 1959). No presente trabalho um potencial piezoelétrico foi
aplicadq em organismos cultivados em laboratério a fim de estimular o
crescimento destes depdsitos e arzlisar o processo de mineralizagao. Estudou-
se os agregados isolados (ossiculos) através da microscopia eletrbnica de
transmissdo e de varredura, combinadas com microanalise de raios-X, difragao
eletrdnica de area selecionada (DEAS) e outros métodos. Foram analisados dois
tipos de-ua‘rp.‘?stras, provenientes de células normais e em jejum. Naquelas
mantidas em jejum por aproximadamente 3 meses, observou-se uma mudanga
progressiva na forma do organismo de “alongado” para forma de “esfera”.
Neste estagio final, as células apresentavam-se carregadas de inclusdes
minerais. A sintese destes ossiculos parece estar associada com a atividade da
fosfatase alcalina, conforme demonstrado nos cortes ultra-finos utilizando o
meio de incubacdo de Mayahara (Mayahara, H., et al. Histochemie 11: 88,
1967). Resultados obtidos no presente estudo, utilizando as técnicas acima
mencionadas, confirmaram a natureza da hidroxiapatita destes ossiculos. A
aplicacdo do campo elétrico mostrou que ocorre uma mudanga na forma dos
cristalitos de agulha para placa. Ainda ndo foi possivel identificar o sitio inicial
da sintese destes cristais. Os ossiculos ja formados mostram nos cortes ultra-

finos, um arranjo radial dos cristalitos, distribuidos em aneis concentricos.
I
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INTRODUCAO

1. Introdugﬁo

Spirostomum ambiguum

Na escala evolutiva dos seres vivos, protozodrios constituem os primeiros
organisimos unicelulares eucaridticos, isto é, organismos que desenvolveram nlcleo e
cizoplagma separados por uma membrana. Spirostomum ambiguum, nosso material de
interesss, € um protozodrio do filo Ciliophora que utiliza para sua locomogdo cilios
regularmente distribuidos em fileiras helicoidais (Barnes, 1984; Sleigh, 1973). A célula
de forma alongada, medindo até 3 mm de comprimento, € altamente contratil. Na
extremidade anterior, localiza-se uma dobra obliqua ciliada (membranela) circundando
a fenda bucal ou peristmio, que atinge aproximadamente 2/3 do comprimento do
corpo; na extremidade posterior localiza-se um grande vaclolo pulsatil (figura 1).
Spirostomurn alimenta-se de bactérias e fungos (Bick, 1972), sendo mantido

facilmente no laboratorio.
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INTRODUGAO

Finley (1951) estudou a estrutura interna deste organismo utilizando a microscopia
eletronica; porém Pautard (1959) foi quem primeiramente detectou depésitos
cristalinos em Spirostomum ambiguum, e os identificou por difracdo de raios-X como
sendo hidroxiapatita. Ele cultivou os organismos em um meio padrio de terra, agua de
torneira e grdos de trigo; isolou os agregados cristalinos a partir de células trituradas
em gelo e obteve por centrifugagdo, particulas densas e redondas de até 3um de
didmetro, que chamou de “ossicles” (ossiculos). Pautard notou ainda que ossiculos
isolados de células jovens exibiam projegdes em forma de agulhas na periferia,
enquanto que aqueles isolados de células idosas apresentavam-se na forma de
plaguetas. Estes agregados cristalinosvistos com maior aumento, apareciam em
seccbes como bastonetes discretos, de aproximadamente 215 X b5 A (cristais de
hidroxiapatita), parecendo-se com estruturas similares existentes na dentina humana
(Pautard, 1959). Os ossiculos ocorriam espalhados por todo o citoplasma, em grupos
bem delimitados. Foi verificado por microscopia eletronica que animais mantidos em
cultura por 5 meses, possuiam ossiculos na forma de filamentos, como também
agregados em forma de placa (predomindncia de dimensdes grandes), estando sempre
confinados-emrvesiculas.

Mais recentemente, Osborn e Hamilton (1977), realizaram no mesmo
Spirostomum, experimentos de mapeamento de raios-X usando microsonda eletronica;
verificaram uma grande concentracdo de ions de Ca localizada principalmente na
regido anterior da célula, mas decrescendo em direcdo a extremidade posterior; a
distribuicdo de K e P também apresentou um gradiente antero-posterior, enquanto Mg
ocorria sem nenhuma distribuigao preferencial.

Osborn e Hamilton (1977) nao puderam precisar & origem do calcio, mas sugerem
que esteja envolvido na contragdo da célula.

Depésitos de calcio na forma de carbonato (calcita, aragonita) séo comuns em
outros protozoarios (Bien e Preston; 1968) como também em conchas, carapagas e
ossiculos de diversos animais (Mann et al., 1981) porém na forma de fosfato (apatita)

<6 foi relatada até o momento No Spirostomurm ambigutim (Pautard, 1959; 1960).

Spirostomurm ambiguum contrai diante de estimulos mecanicos, elétricos e

quimicos com um tempo dez vezes mais rapido que 0 musculo estriado de vertebrado

(Hamilton e Osborn, 1976).

O sistema contratil & capaz de encu ‘ |
madamente 5 ms € envolve uma profusdo de fibrilas (proteinas

rtar 0 animal para menos que 50% de seu

comprimento em aproxi




INTRODUGCAO

fibrosas), microtu i i
), otubulos e mionemas, (Hamilton et al., 1974); esta contragdo
provavelmente estaria associada & presenca do calcio

Resultados de Ohara e Shigenaka (1985); Hawkes e Holberton, 1974; Ishida et al.,
1992; Ishida et al., 1996; Jones, 1966 e Lehman e Rebhun, 1971, mostraram que 0

. m i 3 - T H ~ ~ '
mionema parece estar relacionado ndo a assim denominada “contracdo de torgdo” mas

ao encurtamento do corpo celular ao longo do eixo longitudinal.

Ha estudos que indicam que a contracio dos mionemas € resultante de um
aumento da disponibilidade de célcio, e sua relaxagdo um decréscimo do mesmo
(Jones, 1966).

A conwracdo em Spirostomum ambiguum seria entdo controlada por um sistema
vesicular interno, analogo ao reticulo sartupldsmico do musculo estriado, o qual regula
0s niveis de célcio que se encontram no citoplasma. Sob condigBes idnicas adequadas
a rede vesicular despolariza e libera célcio, dando inicio a geragdo de tensao através do
maquinario contratil da célula (Clark, 1945; Ettienne e Selitsky, 1974).

Experimentos utilizando proteinas bioluminescentes, que emitem luz na presenga
de ions calcio, mostraram que estes ions armazenados em vesiculas sdo liberados sob
estimulo elétrico. Aparentemente o calcio teria a mesma funcdo no controle da
contratilidade do Spirostomum ambiguun como no musculo estriado (Ettienne, 1970).

A direcio do batimento ciliar € outro fendmeno regulado por eventos bioelétricos
dependentes de Ca’" na membrana. Estes eventos nas membranas das células dos
protozoarios controlam a frequéncia de batimento e orientagao espacial do movimento
dos cilios e flagelos. Spirostomuim ambiguum executa um movimento espontaneo de
natacdo “ambigua”, revertendo esporadicamente o sentido do seu deslocamento. Isto
implica em uma reversdo da direc3o do batimento dos cilios que revestem a célula. A
reversio ciliar é explicada como resultado de uma redugdo na concentragdo de ions
calcio bivalentes em relagdo aos cations monovalentes do organismo. Presume-se
portanto, que sais de calcio sollveis sejam prontamente disponiveis para estas
atividades da célula.

E bem conhecido que hidroxiapatita é © principal componente mineral do
esqueleto dsseo e do esmalte dentério de vertebrados. A presenga e o significado de
hidroxiapatita na forma de depositos intracelulares no protozodrio, constitui um fato

inusitado e ainda nao esclarecido. Por out
de cultivo no laboratério, além das dimensdes convenientes,

ro lado, a disponibilidade do organismo na

natureza e sua facilidade

tornam o material muito atraente como um modelo simples para estudo de

biomineralizagao.
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INTRODUCAO

Hidroxiapatita

Os sais cristalinos de hidroxiapatita cuja férmula é Ca**;g.(H30")ax-(PO4)s.(OH )2 ,
sdo 0s principais constituintes de ossos e dentes de vertebrados. Os cristais tem

estrutura hexagonal, sendo os pardmetros de rede da célula unitria:

a= 9,400(30)
A; b= 9,400(30) &;

c= 6,930(30) A; onde a= B= 90° e y= 120°, pertencentes ao
grupo espacial P 63/m (176 - hexagonal) (Hendricks et al., 1932), como mostra a
figura 2. Os cristais ocorrem como placas longas e achatadas, tendo cerca de 400 A
(40nm) de comprimento, 10 a 30 A (1 a 3 nm) de espessura e 100 A (10nm) de
largura. A razdo Ca/P varia entre 1,3 - 2,0 dependendo das condigdes quimicas e
fisicas {Weast, 1974; Guyton, 1977). Quantidades menores e varidveis de Na*, K*,

CI*, F e Mg** sdo também encontrados nos sais 6sseos (Best, 1959).

¢« v P o o, %
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Figura 2: Ilustragdo da célula unitéria de hidroxiapatita definida pelos vetores a, b, ¢
mostrando a ligagdo entre 0s 4tomos. Parametros da célula unitaria sdo a= 9,400
R b= 9,400 &, c= 6,930 R:; o= p= 90° e y= 120°. Figura criada utilizando o
y D= 2 4

programa Diamond 2.0.
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INTRODUCAO

O osso € constituido por uma rigida matriz organica que, em média constitui cerca
de 30% do peso, o0s restantes 70% s3o sais de hidroxiapatita. Entretanto o 0sso recém
formado pode possuir uma percentagem bem mais alta de matriz em relag&o aos sais.

Nos ossos de vertebrados, a precipitacio de hidroxiapatita se processa sobre uma
matriz de fibras coladgenas. Os precipitados aparecem em intervalos periddicos ao
longo de cada fibra colédgena, formando pequeninas aglomeragbes que crescem
gradualmente em um periodo que vai de dias a semanas, formando o produto final, os
cristais de hidroxiapatita.

Os primeiros sais de calcio a serem depositados ndo sdo cristais de hidroxiapatita,
mas sim, compostos amorfos (ndo cristalinos) provavelmente de CaHPO4 ou Ca3(PO4)2.
Entdo, por um processo de substituicdo e adicao de idtomos estes sais sao
transformados nos cristais de hidroxiapatita. Ainda ndo se sabe gual 0 mecanismo da
deposicdo de sais de calcio no ostedide (Guyton, 1977).

E importante entender que a precipitagao bioldgica ocorre muito préximo ao
equilibrio e pode ser facilmente revertida em todos os casos. A forma que se
desenvolve pode depender de tensdes internas, podendo variar com o tempo (Pautard
e Williams; '1982).

Testes de autoradiografia e histoguimica localizaram 0s depdsitos de fosfato de
calcio no endoplasma do Spirostomurm (Jones, 1967). Ja o ectoplasma € o material
nuclear ndo apresentaram estes depdsitos. Jones sugeriu que eles possam se originar
de excre¢Bes derivadas a partir de acumulagdes em mitocondrias.

Em muitas investigagdes sobre a mineralizacdo do osso faz-se 0 uso do efeito
piezoelétrico, o qual relaciona tens3o mecdnica e potencial elétrico em sdlidos. E
conhecido para sistemas bioldgicos, que a aplicagdo de um campo elétrico induz, por
exemplo, um aumento na concentracdo intracelular de ions livres de calcio. Assim, 0
uso apropriado de um potencial elétrico pode acelerar a cura de fraturas. O fato de
0ssos se desenvolverem em regioes de tensdo e se dissolverem onde ndo ha tensdo, ja
é pem conhecido. Observa-se por imagens de raios-X em fraturas tratadas que, apos
alguns meses, um crescimento volumose gue circunda o local da fratura quando esta €

imobilizada, reajustara para a forma original do osso. Tambem foi observado que um
I

paciente durante repouso na ¢ ’
paciais em condicbes de gravidade nula os astronautas perderam ate

ama pode perder até 0,59 de cdlcio por dia e, nos

primeiros vGos es
3g de célcio por dia. Perceb

e dissolucdo e muitos estudos tem sid

(Damask, 1978).

e-se que ha um mecanismo que controla este crescimento

o feitos a fim de esclarecer este fendmeno




INTRODUCAO |

Piezoeletricidade ¢ a geraggo de eletricidade causada por pressio, e foi descoberta
em 1880 por Plerre e Jacques Curie. A piezoeletricidade é uma interagdo entre
sistemas eletricos & mecanicos. Assim, quando uma amostra é submetida a um "stress"

mecanico ocorre uma polarizagdo das cargas. O efeito inverso também ocorre, isto &,

quando se aplica um campo elétrico num cristal este acaba se deformando. Ambos
efeitos (efeito piezoelétrico direto ou inverso) sdo manifestagbes da mesma
propriedade fundamental do cristal (Ikeda, 1996). A piezoeletricidade no osso foi
primeiramente descrita por Fukada e Yusada em 1957 (em Damask, 1978).

A descoberta de que campos elétricos causam crescimentos e dissolugbes do 0sso

fez com que pequencs eletrodos e uma bateria fossem implantados em seres Vivos.

Percebeu-se que esta técnica acelerava a cura e dissolugdo da fratura de 0ssos

cancerigenos. Contudo havia consideravel controvérsia quanto 3 sua verdadeira eficacia,
e pelo fato de ser uma técnica invasiva fez com que ndo fosse bem aceita pela
comunidade cientifica. Hoje em dia cientistas das mais diversas reas (médicos, bidlogos,
veterinarios, etc...) estdo empenhados em estudar como fazer diagndsticos e tratamentos
que ndo utilizem técnicas invasivas (Damask, 1978).

Sugeriusse que Campos piezoelétricos originados por forgas devido ao movimento
normal do corpo, atuam sobre ions do fluido nutriente, alimentando assim mais
facilmente o osso (Salgueiro e Ferreira, 1991).

Em protozodrios, depositos internos de fosfato de célcio sdo desconhecidos,

exceto no Spirostomurm (Jones, 1967).

No presente estudo, procurou-se entdo investigar a agdo de um campo elétrico

externo, sobre 0s ossiculos do Spirostormurm, in vivo. Construiu-se para isso um circuito

especial. i

Objetivos do trabalho !

Desenvolver uma metodologia pard cultivar o protozodrio no laboratdrio, em

quantidade suficiente para 05 varios ensalios.

Isolar, identificar e caracterizar 0S ossiculos do protozoaric Spirostomum ambiguum,
I

utilizando diferentes métodos de
Investigagdo de processo fisico que estimulasse a formacdo dos ossiculos, visando

o de sintese, crescimento e maturacdo dos ossiculos in

microscopia eletronica, microanalise e citoquimica.

também entender O Process




MATERIAIS E METODOS

II. Materiais e métodos

O material utilizado foi o protozodrio ciliado Spirostomum ambiguum (Protozoa,
Ciliatea, Spirotrichia, Heterotrichida), coletado originaimente de plantas aquaticas do
Departamento de Botdnica da USP (principaimente Elodea e Cabomba). Algumas
amostras foram obtidas também de plantas adquiridas de lojas de aquério. Apos
algumas semanas obteve-se grande quantidade de protozoarios na cultura, sendo

possivel reconhecer a populagdo de Spirostomum com um microscopio binocular.

Método de isolamento e coleta dos organismos

Filtrou-se a agua contendo 0s microorganismos com peneiras hiperfinas de nylon
(redes usadad para pléncton). Numa placa de Petri, colocou-se metade da quantidade
dessa agua contendo Spirostomum e a outra metade preencheu-se com agua mineral.

Para isolar Spirostomum ambiguum dos outros organismas, construimos um
circuito elétrico que foi adaptado a placa de Petri. Este circuito (figura 3) constava de:
bateria de 9 V, potencidmetro, multimetro, 2 eletrodos de ago inox e "switch" (chave).
Os eletrodos de aco inox foram fixados como ilustrado na figura do circuito; ligou-se a
bateria, ajustando-se O potenciémetro de tal modo que uma corrente de
aproximadamente 500pA passasse pelas células. Para coletar o material utilizou-se
micropipetas confeccionadas no Laboratério Didatico do Instituto de Fisica da USP
manipuladas sob um microscopio estereoscopico (Takagui e Silveira, 1999).

Este circuito foi montado a fim de isolar Spirostomum ambiguum dos demais
protozoarios que possuem galvanotaxia bem definida e migram rapidamente para 0
catodo. Spirostomurm apresenta um comportamento diferente; tem galvanotaxia

transversa, isto €, ele s€ alinha transversalmente ao campo elétrico de acordo com
I} !

Sleigh, (1973; 1974).
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MATERIAIS E METODOS

O guadro adiante sumariza a metodologia empregada neste estudo.

T R
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MATERIAIS E METODOS

100kQ2

—t cultura +

Figura 3: Diagrama ilustrando o circuito utilizado para a coleta de Spirostomum ambiguum.

Sub-cultura em laboratorio

O seguinte procedimento foi utilizado para o sub-cultivo de Spirostomum
ambfguun;:““

Lavou-se areia em agua corrente varias vezes e as Ultimas lavagens em agua
destilada; esterilizou-se em estufa por aproximadamente 3 horas a temperatura de
~140 °C; apds o esfriamento da mesma 3 temperatura ambiente, colocou-se 2 graos
de arroz integral (préviamente fervidos por aproximadamente 3 minutos) para suprir
as bactérias que se alimentam de amido em placas de Petri de plastico ou de vidro.
Despejou-se a segulir, 38 ml de &gua mineral € colocou-se areia suficiente para cobrir
os graos (figura 4). No dia seguinte, inoculou-se aproximadamente 300 células

utilizando-se o procedimento de isolamento do item anterior.




Figura 4: Recipiente para o cultivo de Spirostomum ambiguum contendo agua mineral, graos

de arroz integral e areia tingida de verde (Tamanho natural).

Semanalmente renovou-se 0s graos de arroz acrescentando-se agua mineral

quando necessario, no caso de evaporagao.

O comportamento /n vivo dos animais foi sequido diariamente (manha, tarde e
noite) verificando-se as condigGes de sobrevivéncia e crescimento dos mesmos.

Para outros experimentos deixamos sub-culturas em jejum por aproximadamente

3 meses, apenas completando o volume de &gua perdido por evaporagao.

Experimento com estimulo elétrico /in vivo

A fim de estudar a influéncia do campo elétrico nos ossiculos do organismo,

construimos um circuito astavel (figura 5).

Nesta experiéncia usamos Spirostomum com 2 meses de cultivo, sob

condigdes normais de glimentagao. Aplicamos uma corrente de 80 pA em

ante 2 segundos, com interv
mantidos na propria sub-cultura numa vasilha

forma de pulsos dur alos de 1 minuto, durante uma

semana. Os organismos foram
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representada no di
agrama da figura 5 por um retangulo. Foram utilizados os
mesmos eletrodos de ago inox do circuito anterior.

Organismos assi i
g ssim estimulados foram utilizados nos experimentos descritos

adiante [ ,
iante, daqui para a frente denominados "células estimuladas" ou "organismos
estimulados”.

100kQ

|||l——T
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Figura 5: Diagrama ilustrando o circuito utilizado para o estimulo elétrico dos organismos.

Isolamento e estudo dos ossiculos inteiros

Spirostomum ambiguum ja isolados da cultura normal, e organismos submetidos

ao estimulo elétrico, foram lavados com agua mineral, concentrados por centrifugagao

durante 10 minutos € submetidos a vibragoes ultra-sonicas durante 10 minutos para

romper as células.

Os ossiculos foram concentrados novamente por centrifugacdo durante 10 minutos

e suspensos em agua.

A fim de verificar a fragdo com a maior concentragdo de ossiculos utilizamos o

principio da absorcgo 6ptica (

O equipamento utilizado foi o esp
s do fundo do tubo de ensaio foram transferidas para a cubeta

Lehninger, 1975).
ectrofotdmetro Hewlett-Packard 8452A (190 a

820 nm). As amostra

quadrada de quartzo de caminho optico 10 mm. O mesmo procedimento foi feito com
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uma suspensao de esmalte de dente humano triturado com broca de diamante para
usar como amostra padrio.

Aliquotas de ossiculos isolados a partir de células normais e estimuladas conforme
o item anterior, foram analisadas no espectrofotémetro para observar a regidio no tubo
de ensaio onde haveria a maior concentracdo de ossiculos isolados para podermos

coletar e analisar nos microscépios eletrdnicos de varredura e transmissao.

Para o estudo no microscopio eletrbnico de transmissdo (MET) uma gota da
amostra (dgua mineral + ossiculos) foi transferida com o auxilio de uma micropipeta
para a tela de cobre, revestida com filme suporte de pariédio e cobertura de carbono.

Estas amostras foram estudadas quanto @ morfologia, sem nenhum tratamento .
adicional. As mesmas preparacbes foram estudadas por difrago eletronica de area
selecionada (DEAS), por campo escuro, e por microanalise no MET.

Para calibrar a constante de camara (AL) usada no microscdpio eletrénico partiu-se
de:

2AL =a2Ry(h2+K>+*)"
dexp = 20L/0

R: Raio dos anéis de difragdo da amostra padrao.

a: Parametro de rede do ouro
[sistema cubico de face centrada a=b=c=4,0786(2) AJ.
$: Diametro do anel do diagrama de difracdo eletronica do material estudado.

rminar a constante de camara (AL) utilizou-se um padréo de difracdo

utilizamos o ouro (Au). A partir dos anéis de difragao e

Para dete
bem conhecido, no nosso €aso,

da estrutura conhecida do ouro, identificamos os diagramas de hidroxiapatita.

O diagrama de difracio eletronica do ossiculo foi registrado sempre, antes da

imagem do ossiculo, pard evitar que a est
o ao intenso feixe de elétrons.

rutura cristalina sofresse danos térmicos
podendo alterar-se devid

Para o estudo morfologico € microanalise dos ossiculos no microscopio eletronico

de varredura (MEV), a amostra foi gotejada sobre 0 nstub” coberto com fita adesiva de

carbono dupla face e em seguida co

berta com carbono. Preferiu-se a cobertura com
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carbono a ouro uma vez que a emissdo de ftons da camada M do ouro (Au) se
encontra em torno de 2,21 keV, que coincide com a emissdo de fétons da camada K do
fosforo (P) em torno de 2,15 keV. O evaporador de carbono utilizado foi o modelo
Kinney KSE-2.

Algumas amostras foram conservadas no congelador por tempo maior, e entdo

descongeladas, dispersas diretamente sobre o suporte metalico e recobertas com ouro

A\ & " ~ . e
por “sputtering”. Esta nova preparaggo foi também estudada no MEV para morfologia e
microanalise, para comparacio.

Organismos inteiros

Spirostomum ambiguum foram fixados utilizando-se para isto o fixador de Tamm e
Tamm (1981) contendo 2,5% de glutaraldeido, tampdo cacodilato de sodio 0,05M, pH
7,3 e 0s04 @ 4%, por 15 minutos. Apds lavagens com o tamp&o o material foi pos-
fixado emghraraldeido a 2,5% diluido em tampdo cacodilato pH 7,3, por 2 horas.
Lavagens com 0 mesmo tampé&o cacodilato foram feitas varias vezes e, a desidratagao
foi feita em etanol a 50%-70%-80%-95%-100%.

Em seguida fez-se a secagem pelo método do ponto critico usando CO,, em
aparelho construido no laboratorio.

As células secas foram montadas em suportes para o MEV usando fita adesiva
dupla face e cobertas com ouro por “sputtering”, usando-se o equipamento Edwards
S150 com os seguintes parametros experimentais ajustados:

Corrente total = 5 mA; Tempo = 4 minutos; Pressao = 1072 Torr.

Os microscépios de varredura utilizados foram: Jeol 840A, Philips XL30 e LEO4401

equipado para microanalise, usando o espectrémetro para energia dispersiva (EDS).
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Cortes ultra-finos

O material foi fixado e desidratado como para o MEV.

Apos a etapa de desidratagdo com etanol a 100%, foi feita a infiltracio com éxido

de propileno e inclusdo na resina Ladd LX-112, que foi polimerizada a 60°C por 5 dias
para cortes ultra-finos.

Os cortes ultra-finos foram obtidos com navalhas de vidro ou de diamante no
ultra-micrétomo Sorvall MT-2B “Porter Blum”.

Cortes transversais e obliquos foram obtidos na espessura de 90(15) nm e 150(15)
nm, coletados sobre telas de cobre e corados com acetato de uranila a 2% e citrato de
chumbo.

Experimento citoquimico

A fim-de-verificar a existéncia e possivel localizagdo da enzima fosfatase alcalina,
foi utilizado o método de Mayahara et al. (1967) utilizando-se P glicerofosfato de sodio

como substrato.
Spirostomum ambiguum foram fixados diretamente em glutaraldeido a 2% em

tampao cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,3, por 30 minutos.
Apos a fixacao, foram lavados em tamp&o e incubados a 37°C durante 30 minutos.

O meio de incubacdo consistiu em: 1,4 ml de tampdo tris-HCI 0,2 M, pH 8,5 (28

mM em sua concentragdo final), 2,0 ml de P glicerofosfato de sadio (20 mM), 2,6 ml de

sulfato de magnésio 15 mM (3,9 mM) e 4,0 ml de solugiio saturada de citrato de

chumbo alcalino (aproximadamente 0,5%), pH 10,0 (2,0 mM).

A solucdo saturada de citrato de chumbo alcalino foi filtrada antes do uso.

Apbs a incubagdo foram re-fixados em tetroxido de 6smio a 1% por 1 hora a
temperatura ambiente, progressivamente desidratados em etanol, dxido de propileno e
embebidos em resina Ladd LX-112.

Preparagdes controle consistiram na incubagdo no mesmo meio de Mayahara et al.

(1967) omitindo-se O substrato.

Em seguida as células foram transferi
amente 60°C. Cortes ultra-finos foram

das para moldes contendo resina e

polimerizadas durante 5 dias a aproximad
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obtidos nas espessuras de 90(15) nm e 150(15) nm e observados com ou sem
coloracao, no MET.

A fim de confirmar a reacdo positiva da enzima, fizemos microanalise dos cortes
ndo corados nas preparagbes de reagdio citoquimica e de controle, procurando
identificar o precipitado de chumbo principalmente na regi%o dos ossiculos.

O material foi observado nos microscépios de transmissdo: Siemens Elmiskop 101
operado a 100 kV; JEOL 200C e Philips CM-200 operados a 200 kV. Este ultimo acha-se
equipado com espectrometro de energia dispersiva (EDS) com o qual se processou a
microanalise e os diagramas eletronicos de area selecionada (DEAS).

A partir das medidas das dimens@es dos cristalitos observados nas micrografias de
transmissdo e utilizando o programa Powder Cell (Kraus e Nolze, 1996) foi feito um
modelo para o cristal de hidroxiapatita encontrado no Spirostomum ambiguurm, no qual
se pode verificar a distribuicdo dos elementos quimicos.

el o
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III. Resultados

Plantas provenientes do tanque da Botanica-USP e de lojas de aquario
constituiram a fonte mais rica de Spirostomum, possibilitando assim o seu isolamento e
sub-cultivo por longos periodos no laboratério. Em amostras de outras procedéncias
nao houve o aparecimento de Spirostormum ambiguum (figura 1).

Decorridas algumas semanas no laboratério apareceram nas plantas em
decomposicao, mithares de outros protozoarios como Paramecium, Didinium e Euplotes
e metazoarios como Catenula, Stenostomum, Rotiferos, Poliquetos, etc. Alguns destes
microorganismos sio predadores de Spirostomum e também entram em competicao
pelas bactérias que constituem a fonte alimentar do Spirostomum, razao pela qual ha
um decréscimo rapido desta populagdo.

Portanto o isolamento e sub-cultivo de Spirostormum foi condigdo necessaria para
podermos obter grande quantidade do mesmo para o estudo, assim viabilizando isolar
os agregados de hidroxiapatita de seu interior. A rede de nylon serviu eficientemente
na separacio de Spirostomum dos organismos maiores, e de detritos.

A utilizacdo da areia ao invés de terra na sub-cultura, além de ndo deixar a agua
turva (figura 4), possibilitou-nos observacdes /n vivo dos animais, assim como 0
comportamento de “anterramento” dos Spirostomurm ja anteriormente notado por
Pautard (1959). Foi também um método de reter bactérias anaerobicas; no isolamento
dos organismos para 0S experimentos conseguiu-se retirar a areia facilmente, filtrando
a 4gua novamente com as redes de nylon e usando micropipetas.

A utilizacdo do circuito revelou-se um método eficiente para isolar e coletar

Spirostomum dos outros organismos para fazer a sub-cultura. Usou-se uma corrente

de até 500 pA, suficiente para o isolamento, visto que correntes muito altas induziam a

deformagdo e desintegragdo das células. Em nossa experiéncia, Spirostomum

ambiguum comportou-se de modo diferente do descrito pela literatura, isto &, nao

mostrou galvanotaxia transversa e ficou imével sem nenhuma orientagao preferencial.

rneceu um método limpo, rapido e facil de isolar os
s os ossiculos foram isolados por sonicagao.

Nosso procedimento fo

Spirostomum ambiguurm, € 3 partir deste - P |

F observados ossiculos em individuos cultivados no laboratorio, mas aqueles
oram

i ia i [ oes.
coletados diretamente de seu habitat natural ja continham essas incluso
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Ossiculos isolado
S N ;
e por uitra-som, do Spirostomum , formavam agregados esféricos
ria '
. ndo de aproximadamente 0,5a 1,0 um em didmetro como podemos
ver na ima
gem de varredura (figura 6) usando elétrons secundarios.

Figura 6: Micrografia de varredura de grupos de ossiculos isolados de Spirostomum ambiguum

estimulado.

A figura 7 mostra a imagem de transmissdo de um ossiculo isolado. O ossiculo
apresenta-se denso, com didmetro da ordem de 1 pm. Na periferia do agregado se
pode notar cristais aciculares orientados radialmente. Em aumento maior (figura 8)
verifica-se que 0s cristais tém forma de bastonetes, pouco densos aoc feixe eletrnico,
com a largura da ordem de 40(20) A. As medicbes foram feitas no positivo de
transmiss3o, utilizando escala graduada em milimetros.

A aplicagdo do estimulo elétrico durante 1 semana resultou no aumento do
ntimero de ossiculos nos organismos vivos, € uma alteracdo na distribuicdo dos cristais
individuais, como pode ser observado comparando as amostras isoladas de células ndo
sujeitas a estimulo elétrico (figuras 7 e 8) com amostras de organismos estimulados

(figuras 6 e 9). Houve uma mudang
ura 7, para forma de plaqueta (figura 9). Aparentemente, as agulhas

visiveis nas imagens de superficie dos ossiculos.

a na morfologia de forma originalmente acicular

como se vé na fig
se re-orientam para constituir placas,

Portanto os ossiculos induzidos a crescer experimentalmente se comportaram como

um material piezoelétrico.
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As duas populagBes de ossiculos foram analisadas no espectrofotémetro.
O experim TP
perimento de absorgéo dptica mostrou o aparecimento de um pico na regido
ve i
do vermelho na faixa de 650 nm para as duas sub-culturas examinadas. Os dados

pertinentes aos ossiculos acham-se na Tabela 1. A absorbancia do esmalte do dente

humano em 636 nm foi de 0,173, Ossiculos isolados de organismos nao

estimulados apresentaram absorbancia de 0,014 em relagdo & agua destilada.
Ossiculos de organismos estimulados durante 1 semana mostraram um aumento
relativo na absorbancia, para 0,038. Isto indica que a aplicacdo do estimulo elétrico

induziu um aumento nos depésitos de hidroxiapatita (calcificacdo estimulada por efeito
piezoelétrico).

Tabela 1 — Caracteristicas da absorbancia para as duas populagdes de ossiculos

Origem dos cristais A (nm) Absorbancia
Células ndo estimuladas| 658 0,014
Células estimuladas 656 0,038

—— g

Os valores maximos de absorbancia correspondiam a parte inferior do tubo d=
ensaio onde se concentrava a maior guantidade de ossiculos, possibilitando assim
selecionar esta regido para sua coleta com a micropipeta, usando-a para o estudo nos
microscopios eletronicos de transmissdo e de varredura.

No presente experimento, ndo se pretendia determinar 0 coeficiente de absorgao
dptica das suspensoes; 0 espectrofotémetro foi apenas utilizado para se determinar de
modo relativo, a fragdo da suspensdo com maior densidade optica, e portanto, com

maior probabilidade de conter alta concentracdo de cristais de hidroxiapatita.

O espectro de microandlise dos ossiculos isolados, obtido no MEV (figura 10)

os de calcio e fosforo, com @ razio Ca/P 1,57(1). Esta razdo esta
ra hidroxiapatita (Guyton, 1977). Picos menores de Mg,

mostrou-nos pic
dentro do valor esperado pa

Na, K, Cl e O também estavam prese
e encontram em 0SSOS de vertebrados (Guyton, 1977).

ntes. O interessante é que estes mesmos

elementos também S
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Figura 7: Micrografia de transmissdo de ossiculo isolado de um organismo nao estimulado.

b o S

Figura 8: Vista ampliada da periferia de dois ossiculos, notando-se a disposicgo radial dos
igura 8:

cristalitos.

e
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Figura 9: Micrografia de varredura de um ossiculo isolado, com cristais de hidroxiapatita
em forma de plaquetas angulosas obtido a partir de célula estimulada
eletricamente.
P Ka
Ka
% MpKa CIKa
SKa KKa
T ; 1 : i ' ! '
1,10 2,20 3,30 4,40

keV

Figura 10: Espectro de microanalise correspondente a0 ossiculo da figura 9 mostrando os

picos Ka de calcio e fosforo.
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Paré? 0s organismos estimulados eletricamente, pode-se verificar que ocorreu um
re-arranjo aparente pelo menos na superficie do ossiculo, que apresenta um perfil mais
arredondado, sem agulhas perceptiveis (figura 12a). Estas imagens obtidas por MEV
ndo puderam ainda ser confirmadas por MET.

O exame dos ossiculos isolados de Spirostomum ambiguum tanto submetidos ao
estimulo elétrico como os naturais, foram analisados por DEAS e, apresentaram
diagramas de difragao tipicos de hidroxiapatita (Weast, 1974). Calculando o diagrama
de difragdo tedrico a partir de coordenadas atdmicas, conseguimos identificar os anéis
de difragao. No diagrama de difragdo previsto teoricamente para hidroxiapatita ha
muito mais anéis de difragdo. Pelo fato de a difracdo ocorrer somente em algumas
direcbes, entendemos que as amostras estdo orientadas preferencialmente nos eixos
cristalinos que estdo indicados nas tabelas 2-1, 2-2. Verificamos na figura 12b) que
partes dos anéis ficaram mais intensas a custa de outras regiGes, portante trata-se de
um diagrama de textura.

Interessante notar que a texturizagdo da hidroxiapatita mudou quando
submetemos 0s protozoarios a um campo elétrico. Antes de aplicar o campo elétrico
somente observamos as reflexdes (201), (102), (211), (213) e (033). Depois de aplicar
o campo elétrico agora novas reflexdes apareceram: (013), (400), (232), (300), (224)
e (234).

No espectro de microanalise correspondente ao ossiculo do organismo estimulado
elétricamente (figura 12¢) constatou-se a presenca de outros elementos quimicos que

n3o haviam sido detectados no ossiculo do organismo nao estimulado (figura 11c).
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Figura 11 a) Ossiculo de hidroxiapatita isolado de um organismo controle (sem estimulo

elétrico).

Fi 11 b) Diagrama de difraggo eletronica de srea selecionada correspondendo ao ossiculo
igura

da figura anterior.
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1.00 2.00 3.00 400 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00

Figura 11 c) Espectro de microanalise do essiculc isolado, visto na figura 11 a).

A micrografia eletrdnica de transmissdo do ossiculo isolado do organismo controle
(sem estimulo elétrico) mostra os cristais orientados radialmente com forma
aparentemente acicular (figura 11a). A microandlise correspondente apresentou picos
de emissdo de energia de célcio e fosforo (figura 11 c).

No diagrama de difragdo eletronica de area selecionada correspondente ao
ossiculo da figura 12a) podemos observar um aumento no nimero de anéis de
difracio, cuja medida também nos indicou padrbes tipicos de hidroxiapatita. O
espectro de microanalise obtido do respectiva ossiculo, além de nos fornecer 0s picos

de Ca e P, indicou picos mais salientes de K, Cl, Mg, Na O (figura 12c) em relagdo ao

espectro anterior.
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Figura 12 a) Ossiculo de hidroxiapatita isolado de um organismo submetido a estimulos

elétricos.

ma de difragdo eletrénica de area selecionada correspondendo ao ossiculo
Figura 12 b) Diagra

da figura anterior.
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Figura 12 c) Espectro de microanalise do ossiculo estimulado, mostrado na figura 12 a).

Conclui-se portanto que a aplicagdo do estimulo elétrico induziu um aumento na

calcificagdo dos organismos.
Apresentamos na tabela 2-1 e 2-2 a indexacdio da difragdo eletrbnica de area

selecionada referente respectivamente aos ossiculos de organismos submetidos e n&o
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