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RESUMO

Foram utilizados hemécitos de planorbideos da espécie Biomphalaria glabrata para a realizacdo de citoquimica
para detecgio de atfividade da fosfatase dcida, usando a técnica de laranja de acridina, com o objetivo de
marcacdo de compartimentos écidos citoplasmdticos. Essa espécie de caramujo é a mais utilizada para o estudo
de inferagdo parasito-hospedeiro devido @ maior suscetibilidade em infectar-se pelo Schistosoma mansoni e por
ser capaz de grande multiplicacdo parasitdria em seus tecidos, apesar da atividade do seu sistema imunolégico.
A citoquimica ultraestrutural foi também utilizada para marcacéo de atividade da fosfatase dcida em inclusdes
citoplasméticas limitadas por membrana. Os resultados mostram que o uso de laranja de acridina possibilita
a marcag@o de compartimentos dcidos no inferior de granulécitos; entretanto, essa marcagdo ndo ocorreu em
hialinécitos, o que pode auxiliar na distingdo desses dois tipos de células presentes na hemolinfa desse molusco.
A citoquimica ultraestrutural possibilitou a visualizac@o de depésitos eletrodensos localizados no inferior dos grénulos
citoplasmdticos constituidos basicamente por membranas, confirmando a atividade da fosfatase dacida.
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INTRODUCAO Biomphalaria  straminea e Biomphalaria glabrata.

. . . A distribuicdo geogrdfica desses caramujos mostra
A esquistossomose € uma parasitose que tem como ) . .
e . B. tenagophila com habitat mais frequente nos estados
agente etiolégico um trematédeo pertencente  da

subclasse digénea, familia Schistosomatidae e género das Regides Sul e Sudeste, e pouca presenca no

. e Centro-Oeste. B. straminea tem ampla distribuigdo nos
Schistosoma, onde todas as espécies sdo adaptadas ao
oarasifismo estados do nordeste e pouca presenca no centro-oeste

e norte; e, finalmente a B. glabrata tem presenca em
As trés espécies de moluscos vetores dessa  quase todo o ferritério brasileiro.

enfermidade no Brasil sdo: Biomphalaria tenagophila ) .
P gophiid, A presenca no Brosil dessas trés espécies

de caramujo, somada d&s correntes migratérias
promovidas inicialmente pelo processo de colonizacé@o
brasileira, fez com que essa doenca despertasse
cada vez mais a atengdo da satde puiblica. Assim,
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Vdrios estudos acerca da infecco e da reacdo
imunolégica de gastrépodes  concluiram  que o
primeiro mecanismo de defesa interno desses moluscos
resistentes & infeccdo por endoparasitos metazodrios
¢ o encapsulamento do organismo orquestrado
por invasor pelas células de defesa do organismo
invadido'?34. Esse encapsulamento é realizado pelos
hemocitos, presentes na hemolinfa destes moluscos,
e fazem parte do sistema imune do invertebrado,
atuando contra possiveis organismos invasores?4.
Outros estudos que demonstram o mecanismo celular
e as substéncias envolvidas nesse processo, vém
sendo desenvolvidos desde as décadas de 1970 e

'| 9806,7,8,9,10,1 1 .

Enzimas como a fosfatase dcida, lisozimas,
fosfatase alcalina, B-glucuronidase, amilase e lipase
foram encontradas na hemolinfa de B. glabrata'. Os
autores desses achados sugerem que essas enzimas
possam ser produzidas nos lisossomos dos granulécitos,
as quais seriam lancadas na hemolinfa como um
mecanismo de defesa humoral contra a invasdo de
microrganismos'?.

Poucos estudos demonstraram o local de produgéo
destas enzimas, que sdo de fundamental importéncia
para o enfendimento da fisiologia dessas células
fagocitarias'®'41%16. Conclusées importantes foram
obtidas a respeito da producdo de enzimas hidroliticas
pelas células'’. Outros estudos também demonstraram
que a elevacdo da atividade enzimdtica deve-se a um
aumento na sintese das enzimas e ndo a um aumento
do nimero de hemécitos®, embora algumas pesquisas
tenham registrado que o nimero de hemécitos foi
duas vezes maior quando os caramujos foram expostos
aos miracidios de Schistosoma mansoni®'®1920, Com
essas importantes contribuicdes, torna-se necesséria a
identificacdo das organelas celulares responsdveis pela
sua producdo. Entretanto, muitas organelas sé podem
ser identificadas utilizando-se técnicas citoquimicas,
o que é o caso do lisossomo, pois apenas a sua
caracterizacdo morfolégica ndo é suficiente para afirmar
a sua presenca na célula.

No contexto da transmissdo da esquistossomose,
a espécie B. glabrata é o caramujo mais utilizado
para o estudo de interacdo parasito/hospedeiro,
principalmente em funcdo de dois fatores: 1) maior
suscetibilidade para infectar-se pelo S. mansoni e
dessa forma garantir a sobrevivéncia da espécie;
e 2) ser capaz de grande multiplicacdo parasitdria
em seus tecidos, apesar da atividade do seu sistema
imunolégico'®'®. Trabalhos anteriores mostraram que
ndo foram encontradas marcacées para fosfatase dcida
em hialindcitos, porém a deteccdo foi positiva em

granulécitos® !,

Diante das informacées apresentadas, nosso trabalho
teve como obijetivo identificar o local de atfividade das
enzimas fosfatase dcida lisossoma (E.C. 3.1.3.2),
utilizando técnicas de fluorescéncia e de citoquimica
ultraestrutural.

MATERIAIS E METODOS
MOLUSCOS UTILIZADOS

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizados
140 caramujos da espécie B. glabrata, criados e
reproduzidos em laboratério a partir de posturas de
caramujo coletados na regido bragantina, a nordeste
do Estado do Pard, Braosil. Todos os espécimes
apresentaram diémetro de concha variando entre 1,8
cm a 2,2 cm. Estes foram infectados individualmente
com cinco miracidios de S. mansoni. Os caramujos
foram confinados em pequenos potes de vidro contendo
3 mlL de dgua potével sem cloro (em temperatura
ambiente), sob iluminacéo artificial, durante 90 min, e
posteriormente mantidos em aqudrios de vidro contendo
dgua sem cloro e permaneceram no laboratério, em
ambiente pouco ilumidado. A dgua do aqudrio foi
trocada a cada 72 h e os animais foram alimentados ad
libitum com folhas de alface frescas.

COLETA DA HEMOLINFA

A retirada da hemolinfa foi realizada com introducéo
de agulha 30 x 8 (21G 1 1/4) na regido cefalopodal
até que a cavidade do manto fosse atingida. Apds a
retirada da agulha e consequente retracdo do animal,
a hemolinfa fluiv para a curvatura da concha de onde
ela foi aspirada com seringa siliconada. Esta hemolinfa
foi, entdo, transferida para um tubo de vidro de 10 mL,
também siliconado, e mantido a 4° C.

MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Para a identificagGo de compartimentos dcidos na
célula, utilizou-se a técnica de fluorescéncia indicativa
de acidificagGo na presenca de laranja de acridina. Foi
utilizado um pool de 10 mL de hemolinfa colhida de
50 caramujos selecionados pelo diGmetro da concha
(minimo de 1 cm e maximo de 2 cm de didmetro). Esta
amostra foi centrifugada a 223 xg por 10 min, tendo
o sobrenadante sido retirado e mantido a 4° C. O
sedimento restante foi ressuspendido e incubado em
100 plL de solugéo de laranja de acridina (5 pg/ml) em
temperatura ambiente na auséncia de luz. Este material
foi novamente centrifugado a 223 xg e o sobrenadante,
retirado. O sedimento foi lavado trés vezes com
a hemolinfa estocada na primeira centrifugagéo.
Foram aderidos 200 plL desta suspensGo em uma
laminula e observados imediatamente em microscopia
de fluorescéncia''.

CITOQUIMICA ULTRAESTRUTURAL

Para a caracterizacdo ultraestrutural das organelas
e a deteccGo da enzima, utilizou-se a técnica de
citoquimica ultraestrutural para a localizacéo de fosfatase
4cida por microscopia eletrénica de transmissdo. Foram
utilizados 90 caramujos B. glabrata com diémetro de
concha variando entre 1,5 cm a 2,0 cm. O volume de
hemolinfa colhido de cada caramujo variou de 100 plL
a 200 pl. Desta forma, o volume final de hemolinfa foi
de 15 mL. Esta amostra foi processada de acordo com o
esquema disposto na figura 1 e posterior procedimento
de rotina para microscopia eletrénica de transmissdo?'.
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Centrifugagao (56 G; 15 min; 10° C)

Centrifugagdo (56 G; 15 min; 10° C)

Lavagem

MEM (3X; pH 7

Glutaraldeido (1%; 30 min; pH 7,2)

Lavagem

Sacarose (5%) + Tampéo cacodilato (0,1 M; pH

7.2; 2X)

Centrifugagdo (56 G; 15 min; 10° C)

Sacarose (5%) + B-glicerofosfato (2 mM) + Cloreto de cério
(2 mM; pH 5; 30 min)

Lavagem

Sacarose (5%) + Tampao acetato (0,1 M; pH 5; 2X)

Sacarose (5%) + Cloreto de cério (2 mM; pH 5; 30 min)

Figura 1 - Esquema representando o procedimento utilizado para estudo da citoquimica estrutural em hemécitos de B. glabrata

RESULTADOS

Neste estudo, utilizando-se a laranja de acriding,
foi possivel evidenciar a presenca de compartimentos
citoplasmdticos marcados apds incubacdo com este
corante fluorocromdtico. A marcagéo ocorreu em
compartimentos  de  células com  caracteristicas
morfolégicas de granulécitos, entretanto o mesmo néo
ocorreu em células com morfologia tipica de hialinécitos
(Figuras 2A e 2C). A figura 2B mostra as mesmas células
evidenciadas por microscopia de luz, utilizando o sistema
de contraste interferencial diferencial de Nomarski (DIC).

Como  resultado  da
ultraestrutural  para  deteccdo  da
enzima fosfatase dcida, foi possivel observar a
presenca de depdsitos eletrodensos em  vesiculas
citoplasmdticas de dimensdes variadas (2,20 = 0,55
um?; maximo: 3,49 um?; minimo: 1,45 um?, n = 31)
(Figuras 2A e 2C) resultantes desta reacdo (setas).
Dentro destas vesiculas também foram identificados
subcompartimentos, com depdsitos eletrodensos de
aspecto granuloso, revestidos por membrana.

técnica de citoquimica
atividade  da

DISCUSSAO

Estudos anteriores' 31517182223 procyraram  explicar
a acdo fagocitéria dos dois tipos celulares (hialinécitos
e granulécitos) responsdveis pela defesa do caramujo
contra a cercdria do S. mansoni®®?101324  Qutros
estudos?>?® t8m procurado atribuir aos granulécitos
a producdo de enzimas hidroliticas?”?8, enquanto

que nos hialinécitos (obtidos a partir de Crassostrea
virginica e Mercenaria mercenaria) foi demonstrado
apenas que estes sdo capazes de fagocitar bactérias
in vitro?%26,

Poucos estudos procuraram demonstrar o local
de producdo da fosfatase dcida em hemécitos de
caramujos infectados ou néo infectados utilizando
técnicas citoquimicas'151628, J& havia sido observado
que a fosfatase alcalina apresentou niveis mais elevados
na hemolinfa de moluscos infectados'®'?; entretanto,
ndo foi demonstrada a localizacdo dessa enzima
nos hemoécitos. Em outros estudos desenvolvidos na
hemolinfa de B. glabrata néo infectados foi constatada
a presenca de seis enzimas cuja origem foi atribuida
apenas aos lisossomos celulares?®. No presente
trabalho, portanto, foi possivel mostrar a existéncia
dessas enzimas e sua localizagdo em caramujos
infectados e néo infectados.

A identificacgo de  compartimentos  d4cidos
citoplasmédticos, utilizando-se a técnica de laranja de
acridina?!, sugere a presenca de lisossomos celulares
em granulécitos de B. glabrata, e os experimentos
de citoquimica ultraestrutural confirmam a presenca
da fosfatase dcida nesses compartimentos (Figura 2).
Outro dado extraido dos resultados foi a auséncia
de marcacdo de grandes compartimentos d4cidos
em células com caracteristicas de hialinécitos, o que
poderia representar uma forma de distingéo entre estes
tipos celulares de hemécitos.

Rev Pan-dmaz Saude 2015; 6(1):45-50
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A: Microscopia de fluorescéncia evidenciando marcacdo dos
compartimentos dcidos intracitoplasméticos (setas) apés marcagdo
com laranja de acridina; B: Fotografia em campo claro com contraste
interferencial diferencial de Nomarski. Mesma célula da figura 2A
fotografada em contraste interferencial diferencial de Nomarski;
C: Microscopia de fluorescéncia. Nao houve marcagdo de grénulos
em hialinécitos (cabega de seta). Barra de escala = 10 um para
todas as figuras.

Figura 2 — Hemécitos de B. glabrata

No figura 3 observam-se depésitos eletrodensos
localizados no interior de grénulos citoplasmaticos
de hemécitos de B. glabrata, cujas caracteristicas
morfolégicas  apontam  para  um  granulécito.
Observam-se, em ambos os casos (Figuras 3A e 3B),
que os granulos marcados com a presenca da enzima
(depdsitos  eletrodensos) apresentam  caracteristicas
morfolégicas de estruturas membranosas (Figura 3A)

Rev Pan-Amaz Saude 2015; 6(1):45-50

e também de estruturas formadas por pequenos
subcompartimentos (Figura 3B). A figura 3C mostra
os depésitos eletrodensos fotografados em grande
aumento.

Os resultados ultraestruturais obtidos corroboram
com ftrabalhos precedentes®!! 14151624 = que também
demonstraram a atividade de fosfatase dcida em
hemécitos de B. glabrata.

Aumentos: A: 21.300X; B: 7.530X; C: 66.600X; gra: Granulécito.

Figura 3 — Hemécitos de B. glabrata processados pela
técnica de Robinson e Karnovsky'' para
deteccdo da enzima fosfatase 4cida



CONCLUSAO compartimentos d4cidos contendo a enzima fosfatase

Com este trabalho demonstra-se a presenca de  dcida. Estas organelas apresentaram grénulos envoltos
grandes lisossomos em hemécitos granulécitos de  por membrana com formas e disposicdes variadas por
caramujo da espécie B. glabrata, pela identificacdo de  todo o citoplasma celular.

Detection of acid phosphatase activity in hemocytes of Biomphalaria glabrata
(Gastropoda: Planorbidae): a study in molluscs from Amazon Region, Brazil

ABSTRACT

Planorbidae hemocytes of Biomphalaria glabrata were utilized for cytochemical detection of acid phosphatase activity,
using acridine orange technique for marking the cytoplasmic acid compartments. This species of snail is the most
widely used for studying host-parasite interaction due to greater susceptibility to becoming infected by Schistosoma
mansoni, and to be capable of fast parasite multiplication in their tissues, despite the activity of its immune system.
The ultrastructural cytochemistry was also used for marking the acid phosphatase activity in cytoplasmic inclusions
limited by a membrane. The results show that acridine orange may be a marker for the acid compartments within
granulocytes; however, this did not occur in hyalinocytes marking, which may help to distinguish these two types of
cells present in the hemolymph of this mollusk. The ultrastructural cytochemistry enabled the visualization of electron
dense deposits located within the cytoplasmic granules basically consisting of membranes, confirming the activity of
acid phosphatase.

Keywords: Biomphalaria glabrata; Schistosoma mansoni; Hemocytes; Acid Phosphatase; Cytochemistry.

Deteccion de actividad de fosfatasa dcida en los hemocitos de Biomphalaria glabrata
(Gastropoda: Planorbidae): un estudio en moluscos de la Regién Amazénica, Brasil

RESUMEN

Se utilizaron hemocitos de planorbideos de la especie Biomphalaria glabrata para realizar la deteccién citoquimica de la
actividad de la fosfatasa dcida usando la técnica del naranja de acriding, con el objetivo de marcar los compartimientos
de 4cidos citoplasmdticos. Esta especie de caracol es la més utilizada para el estudio de la interaccién pardsito/huésped
debido a su gran susceptibilidad para infectarse por Schistosoma mansoni y por ser capaz de gran multiplicacién
parasitaria en los tejidos a pesar de la actividad de su sistema inmunolégico. La citoquimica ultraestructural también
fue utilizada para marcar la actividad de la fosfatasa dcida en inclusiones citoplasmdticas limitadas por membrana. Los
resultados muestran que el uso del naranja de acridina posibilita la marcacién de compartimientos écidos al interior
de los granulocitos; sin embargo, esa marcacién no ocurrié en hialinocitos, lo que puede auxiliar en la distincién
de esos dos tipos de células presentes en la hemolinfa de ese molusco. La citoquimica ultraestructural posibilité la
visualizacién de depdsitos electrodensos localizados al interior de los granulos citoplasméticos constituidos bdsicamente
por membranas, confirmando la actividad de la fosfatasa dcida.

Palabras clave: Biomphalaria glabrata; Schistosoma mansoni; Hemocitos; Fosfatasa Acida; Citoquimica.
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