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RESUMO

O cnidario Carijoa riisei € um invertebrado marinho encontrado no litoral de
Pernambuco. Sao corais moles e seu corpo possui duas camadas
germinativas, a epiderme e a gastroderme. Esse trabalho teve como objetivo
avaliar as células mioepiteliais presentes na ectoderme e gastroderme,
identificando sua disposigao e suas caracteristicas histoquimicas, e a presenca
de colageno na mesogléia desses animais. As espécies foram coletadas na
praia de Porto de Galinhas, litoral sul pernambucano, fixadas em solucédo de
formoldeido a 10% e processadas para microscopia optica. Cortes histologicos
foram submetidos a realizacdo da coloracdo hematoxilina e eosina e as
técnicas histoquimicas dos Tricrdbmicos de Masson e Mallory. Os resultados
mostraram que o polipo apresenta uma extremidade oral e uma extremidade
aboral, com revestimento epitelial externo (ectoderme) e na cavidade do
celéntero (gastroderme), como ja descritos para outros octocorais na literatura.
As técnicas histoquimicas demonstraram a presenca de células epiteliais com
caracteristicas semelhantes as fibras musculares, de fibras colagenas na
regido da mesogléia e de nematocistos (cnidocistos), localizadas na regiao da
gastroderme desse animal. Os dados histoquimicos comprovam a existéncia
de células mioepiteliais na regido da ectoderme e gastroderme, corroborando
com a hipotese da evolugdo de células musculares a partir de animais

diblasticos e a presenca da proteina colageno na mesogléia desse octocoral.

Palavras-chave: Carijoa riisei, células mioepiteliais, colageno, histoquimica
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1. INTRODUCAO

Os cnidarios formam um grande grupo de invertebrados aquaticos,
predominantemente marinhos, apresentando ampla diversidade de formas,
tamanhos e cores. S&o encontrados em todos os mares do mundo, desde o
mediolitoral até zonas abissais, nas formas solitaria, colonial ou vivendo em
associagdes com outras espécies. O filo Cnidaria esta dividido nas classes
Hydrozoa, Anthozoa, Cubozoa, Scyphozoa e Staurozoa (Marques e Collins,
2004).

Os octocorais ou corais moles (“soft corals”), pertencentes a classe
Anthozoa, s&o organismos sedentarios marinhos, encontrados desde o Artico
até a Antartica e geralmente sdo coloniais. A costa brasileira € rica em
octocorais devido as aguas quentes das correntes sul-equatoriais e as
correntes brasileiras (Neves e Pires, 2002). No litoral pernambucano, cinco
espécies estao registradas, incluindo a Carijoa riisei (Cnidaria: Anthozoa:
Octocorallia: Alcyonacea: Clavulariidae), sendo considerada a mais abundante
na costa do estado (Pérez, 2002).

Uma caracteristica marcante do filo Cnidaria é a presengca de
nematocistos (cnidocistos), estruturas contendo toxinas utilizadas para defesa
e alimentagao, produzidas por células especializadas (cnidécitos) localizadas
na epiderme do animal.

Os antozoarios sao exclusivamente polipdides, apresentando gametas e
reproduzindo sexuadamente, porém muitas espécies também se reproduzem
assexuadamente (Fautin e Mariscal, 1991). Sobre a espécie Carijoa riisei, um
estudo morfolégico da biologia reprodutiva desenvolvido recentemente pelo
nosso grupo mostrou que as colénias de machos e fémeas desta espécie
apresentam cistos espermaticos e ovocitos, respectivamente, em todas as
fases de desenvolvimento durante todo ano (desenvolvimento assincrénico) e
continua liberagdo de gametas para fertilizagdo externa, ja que nenhuma larva
planula foi encontrada na cavidade dos pdlipos coletados no litoral sul
pernambucano (Barbosa et al., dados ndo publicados). Essas caracteristicas
também foram observadas nas espécies encontradas no Havai (Kang et al.,
2008).



Em relacao a fisiologia dos cnidarios, eles apresentam uma extremidade
oral (eixo oral-aboral) pelo qual o alimento é capturado, em seguida, ele é
parcialmente digerido por enzimas na cavidade gastrovascular (celéntero) e a
digestdo e a absor¢cdo sao completadas por células que revestem esta
cavidade (Faustin e Mariscal, 1991). Os processos de excregcao e respiragao
ocorrem por difusdo. Dentre os cnidarios, os corais sdo 0s primeiros animais na
biologia evolutiva a apresentar sistema nervoso organizado (Faustin e Mariscal,
1991).

Durante a fase embrionaria de gastrula nos cnidarios, originam-se dois
folnetos embrionarios: a ectoderme ou epiderme (camada de células que
recobre a parte externa desses animais) e a endoderme ou gastroderme
(camada celular interna que reveste a cavidade gastrovascular) (Faustin e
Mariscal, 1991). Separando estas duas camadas, ha a mesogléia, camada
acelular composta por proteinas fibrilares como o colageno e outros
componentes de matriz extracelular (MEC) (Tillet-Barret et al., 1992; Peterson e
Eernisse, 2001).

Nos cnidarios (animais com simetria radial), ha presenga de células
epiteliais especializadas (mioepiteliais) na ectoderme e gastroderme que tem
como uma das fungbdes contrair os tentaculos, auxiliando no processo de
digestdo (Martindale et al., 2002). Essas células epiteliais se assemelham ao
conhecido tecido muscular liso. Foram identificados genes na ectoderme ou
endoderme de anémonas-do-mar que em vertebrados estdo envolvidos no
desenvolvimento da mesoderme como, por exemplo, o gene nv-GATA, e no
desenvolvimento e diferenciagdo do tecido muscular (mef2 e familia LIM)
(Martindale et al., 2004). Esses dados sugerem que 0s genes mesodermais
estdo presentes antes do aparecimento de animais triblasticos (com terceiro
folheto germinativo) durante a evolugéo.

Dados presentes na literatura sobre cnidarios se relacionam
principalmente sobre o isolamento de substancias bioativas e a presencga de
atividades farmacoldgicas e citotdéxicas desses componentes quimicos, ou
sobre os mecanismos de defesa e reproducédo desses animais.

Os cnidarios, principalmente os antozoarios, sdo animais interessantes
para o estudo evolucionario, pois sdo de estrutura simples a primeira vista,

porém analises bioquimicas e moleculares ja identificaram a presenca de
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genes e proteinas, cujas estruturas se mantém conservadas em animais
superiores. Desta maneira, ha necessidade de estudos que explorem a biologia
e a morfologia dos antozoarios, principalmente de espécies encontradas no

Brasil, onde ha caréncia de profissional nesta area de pesquisa.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O filo Cnidaria (agua-vivas, corais, anémonas, hidras, etc) sdo animais
altamente diversificados e bem sucedidos, exibindo uma grande variedade de
habitats, morfologias e ciclos de vida (Brusca e Brusca, 2003; Collins et al,
2006 apud Denker et al, 2008). Suas dimensdes variam desde microscopicas
até dois metros de didmetro. Sdo abundantes no plancton e no bento, desde as
regides entremarés até as grandes profundidades abissais, do equador aos
polos. A maior diversidade ocorre em areas tropicais rasas, onde se destacam
as aguas vivas, os corais pétreos, os zoantideos e os octocorais (Ribeiro-Costa
e Rocha, 2006).

O filo Cnidaria esta dividido nas seguintes classes: Hydrozoa, Anthozoa
(organismos exclusivamente polipdides), Cubozoa e Scyphozoa (apresentando
as fases polipéide e medusodide, sendo esta ultima predominante) e Staurozoa
(recentemente proposta e representada por medusas benténicas) (Marques e
Collins, 2004).

A classe dos antozoarios, que compreende 0 maior numero de espeécies,
divide-se em duas subclasses: os hexacorais (numero de tentaculos multiplos
de seis) e os octocorais (oito tentaculos com projecdes laterais, as pinulas)
(Fig. 1) (Fautin e Mariscal, 1991).

8 tentaculos
franjados

escléritos no
cenénquima

Figura 1: Diagrama de polipos de corais alcionaceos (Talbot & Steene, 1990 apud
Lages, 2003).
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Das 59 espécies de octocorais descritas para o litoral brasileiro, 25
ocorre na regiao Nordeste (42,37 %), sendo o estado da Bahia o que apresenta
a maior quantidade (17) (Silva e Pérez, 2002 apud Pérez, 2005).

No litoral de Pernambuco, Carijoa riisei € a espécie de octocoral
encontrada em maior numero na costa do Estado (Pérez, 2002).

Carijoa riisei foi visto pela primeira vez no Havai, em 1966 (Kahng et al.,
2008 apud Wagner, Kahng e Toonen, 2009). Seu primeiro registro foi publicado
em 1972, quando foi descoberto dentro da comunidade incrustante de Pearl
Harbor (Evans et al., 1974 apud Wagner, Kahng e Toonen, 2009). A partir
destas descobertas iniciais, C. riisei se espalhou ao longo das ilhas havaianas
principalmente, onde se tornou comum em habitats com substrato duro, pouca
luz e fluxo de corrente moderada (Devaney e Eldredge, 1977; Thomas, 1979;
Coles e Eldredge, 2002; Kahng, 2006 apud Wagner, Kahng e Toonen, 2009).
Esta espécie pode ser encontrada em toda costa rochosa ou recifal brasileira,
geralmente nas areas sombreadas de pequenas grutas, caverna e tuneis, da
zona entremarés ao infralitoral raso. As colénias sao fixas e pouco ramificadas,
com 10 a 25 cm de altura, coloragado acinzentada ou marrom e antocddios
brancos. Na forma de colénia, os pdlipos primarios, longos e delgados,
originam-se no estoldo. Da parede desse polipo primario, brotam lateralmente
polipos secundarios e, destes, pdlipos terciarios, até o quarto grau de
ramificacéo (Fig. 2) (Ribeiro-Costa e Rocha, 2006).

Figura 2: Fotografia de uma colbnia da espécie Carijoa riisei
(por Carlos D. Pérez)
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Contudo, estudos moleculares recentes revelaram a presenga de pelo
menos duas espécies diferentes de Carijoa no Havai, e expds que este género
necessita de revisdo taxonémica (Conceigao et al., 2008 apud Wagner, Kahng
e Toonen, 2009).

Em sua forma basica, o corpo saculiforme de um cnidario se assemelha
a uma gastrula. Esse corpo consiste em uma cavidade semelhante a um tubo
digestivo, envolvido por uma parede corporea solida. A cavidade, chamada
celéntero ou cavidade gastrovascular, se abre para o exterior por uma boca
cercada por uma ou mais fileiras de tentaculos. O corpo dos cnidarios exibe
simetria radial ao redor do eixo oral-aboral, o qual se estende da boca para a
base respectivamente (Ruppert, Fox e Barnes, 2005).

A cavidade gastrovascular € dividida em camaras radiais por
mesentérios longitudinais, que se dispbée no sentido oral-aboral. Os
mesentérios sdo dobras radiais da gastroderme e mesogléia (Ribeiro-Costa e
Rocha, 2006).

Os podlipos sédo principalmente animais bentdnicos sésseis, fixos, com
uma orientagdo com a boca voltada para cima (Ruppert, Fox e Barnes, 2005).
Os polipos de Anthozoa diferem dos podlipos das outras classes de Cnidaria: a
superficie oral expande-se em um disco oral, com a boca oval ou em forma de
fenda ao centro, e tentaculos periféricos ocos (Ribeiro-Costa e Rocha, 2006).

A maioria dos cnidarios é carnivora. Capturam as presas com 0s
tentaculos, que se retraem e se dobram e as levam a boca. Células glandulares
da regiao oral produzem secregdes mucosas que auxiliam na ingestao da
presa. Na cavidade gastrovascular, ocorre a digestao extracelular com enzimas
secretadas pelas células glandulares da gastroderme (Ribeiro-Costa e Rocha,
2006).

Além das células glandulares, os epitélios de revestimento da
endoderme e gastroderme s&o constituidos por células secretorias,
mioepiteliais, sensoriais e musculos (Faustin e Mariscal, 1991).

Os tentaculos e a parede geral do corpo equivalem a superficies
branquiais, e a circulagdo da agua sobre essa superficie corpdrea, promovida
pelas células epiteliais ciliadas, facilita a troca gasosa (Ruppert, Fox e Barnes,
2005).
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Os cnidarios empregam uma grande variedade de mecanismos de
sustentacdo. Nos pdlipos, o conteudo fluido da cavidade gastrovascular forma
um esqueleto hidrostatico, que € composto principalmente pela agua que entra
através da boca e atua antagonicamente a contragdo muscular (Ribeiro-Costa
e Rocha, 2006). Além disso, o mesénquima pode ser enrijecido por fibras,
particularmente nos antozoarios. Antozoarios coloniais podem incorporar
particulas de sedimentos e fragmentos de conchas na coluna, o que aumenta a
sustentacao (Brusca, 2007).

Corais pedregosos (subclasse Hexacorallia), que s&o os principais
construtores de recifes, comecam a precipitar carbonato de calcio
imediatamente apdés a formagao das plénulas. Esta calcificagao inicial serve
como base para a deposi¢cdo do esqueleto do adulto (esqueleto aragonitico),
que é anexado ao substrato do recife (Vandermeulen e Watabe, 1973 apud
Barneah, Malik e Benayahu, 2002). A subclasse Octocorallia sintetiza escleritos
de calcio (endoesqueleto) que é secretado pela mesogléia através de células
denominadas de escleroblastos (Faustin e Mariscal, 1991).

Invertebrados sésseis marinhos muitas vezes encontram forgas
dinamicas, tais como correntes e ondas. Os organismos bentdnicos dos recifes
de coral, entre outros, enquanto dependentes do fluxo de agua para
alimentacgao, transporte, gas e residuos de compensagao, sdo ameagados por
ela, se a intensidade do fluxo for demasiada (Koehl, 1984). Firmeza ao
substrato é, portanto, crucial para o seu desenvolvimento e sobrevivéncia
(Koehl 1984; Ward, 1995 apud Barneah, Malik e Benayahu, 2002).

Os cnidarios apresentam uma célula que desempenha papel central na
captura de presa e na defesa, o cniddcito. Cada cniddcito tem uma cnida, uma
capsula membranosa preenchida por fluido que contem uma longa invaginagéo
tubular da parede da capsula. Existem trés tipos gerais de cnidas —
nematocisto, espirocisto e pticocisto, estas células especializadas estao
localizadas na epiderme do animal (Ruppert, Fox e Barnes, 2005).

Elas ocorrem em uma concentragcdo particularmente elevada sobre os
tentaculos e boca. Todos os nematocistos consistem de duas estruturas
primarias, uma capsula e um tubulo. Modificagbes na estrutura do nematocisto,
tais como o tamanho da capsula e a armadura do tubulo com espinhos gera

diferentes tipos de nematocistos. Anthozoa tém tipos simples de nematocisto
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enquanto medusozoas (Hydrozoa, Cubozoa e Scyphozoa) possuem
nematocistos complexos, exibindo varios tubulos (Hwang, 2010).

Registros em antozoarios e hidrozoarios mostram que os sistemas
gastrovasculares sao distintos um do outro principalmente pela presenca de
células flageladas endodermais que revestem o epitélio interno gastrovascular
dos anthozoa (Gateno, 1998). O sistema gastrovascular tem sido descrito como
uma rede de canais ramificados com extremidades cegas e com circulagéo do
fluido interno (Blackstone, 1996), impulsionado pelos flagelos (Gladfelter, 1983
apud Gateno, 1998 ).

O sistema nervoso dos cnidarios, assim como o de todos os
eumetazoarios, consiste de neurdnios sensoriais superficiais que monitoram o
ambiente; neurbnios motores que ativam efetores como os musculos ou
cnidocistos; e interneurdnios que unem os receptores sensoriais aos neurénios
motores (Ruppert, Fox e Barnes, 2005).

Gastrulagdo € o primeiro evento morfogenético na embriogénese, e
resulta na formacéo dos folhetos embrionarios. Durante a fase embrionaria de
gastrula nos cnidarios, originam-se dois folhetos: a ectoderme (camada de
células que recobre a parte externa desses animais) e a gastroderme (camada
celular interna que reveste a cavidade gastrovascular). Separando estas duas
camadas, ha a mesogléia, camada acelular composta por proteinas fibrilares
como o colageno e outros componentes de matriz extracelular (MEC) (Tillet-
Barret et al, 1992; Peterson e Eernisse, 2001; Groger e Schmid, 2001).

A partir de meados do século 19 Cnidaria foi considerado como
diploblasto ou formado por duas camadas de células sem um mesoderma. A
composicao das anatomias embrionaria, larval e adulta baseado em apenas
duas camadas de células, ectoderme e endoderme é bem estabelecido na
literatura (Seipel e Schmid, 2006).

Na escala evolutiva, o aparecimento de um terceiro folheto germinativo
(mesoderma) nao é claro. Nos animais bilaterais, o tecido muscular é derivado
do mesoderma. Ja nos cnidarios (animais com simetria radial), ha presenca de
células epiteliais com caracteristicas de células musculares (mioepiteliais) na
ectoderme e gastroderme (Martindale et al., 2002). Estas células mioepiteliais

sdo geralmente flageladas, de aspecto cuboidal e tém atividades secretorias,
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glandular ou digestivo. Elas sdo as primeiras células a se diferenciar nas
plénulas de hidrozoario (Groger e Schmid, 2001).

Além da presenga de células epiteliais com caracteristicas musculares
(mioepiteliais), os cnidarios apresentam musculatura na regido ectodérmica e
endodérmica. Na ectoderme, os musculos séo difusos e confinados na porgéao
oral e nos tentaculos. Na endoderme (gastroderme), as fibras musculares séo
longitudinais e bem desenvolvidas (Faustin e Mariscal, 1991). Estas células
musculares geralmente tém uma morfologia achatada, alongada, com grande
quantidade de miofilamentos, podendo apresentar caracteristica de
musculatura lisa ou estriada (Calgren,1949). Eles podem ser epiteliais ou
subepiteliais formando camadas bidimensionais ou feixes tridimensional.

As células musculares em cnidarios podem reativar programas de
células-tronco e exibem uma plasticidade celular inigualavel no reino animal.
Além disso, elas constituem uma fonte celular, ndo s6 para a regeneragao, mas
também para a desenvolvimento de estruturas como o mesoderma na
transicdo medusa pélipo-hidrozoario (Seipel e Schmid, 2006).

Uma das conquistas evolutivas mais notaveis dos cnidarios € sua
relacdo intima com parceiros unicelulares fotossintetizantes. A relagao € muito
difundida e ocorre em muitos cnidarios de aguas rasas. Nos cnidarios
marinhos, os protistas sao criptomonadinos, dinoflagelados e de morfologia
arredondada denominados “zooxantelas” (provavelmente muitos géneros,
incluindo Zooxantthella[= symbiodinium]). Essas algas sao capazes de viver
livres de seus hospedeiros e € provavel que normalmente o fagam, mas muito
pouco se sabe sobre sua histéria natural. As algas tipicamente residem na
gastroderme ou epiderme do hospedeiro, embora alguns cnidarios abriguem
zooxantelas extracelulares em sua mesogléia. Sdo geralmente os simbiontes
que dao aos cnidarios suas cores verde, verde-azulada ou amarronzada.
Corais que constroem recifes (denominados corais hermatipicos) abrigam
tipicamente zooxantelas (isto é, s&o corais zooxantelados) ( Brusca e Brusca,
2007). O aumento de sedimentagdo e temperatura em ambientes marinhos
causam um aumento no numero dessas algas em recifes de corais (Vargas-
Angel et al., 2007).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral:
Analisar a histologia de espécies do octocoral Carijoa riisei encontrado

no litoral sul pernambucano através de microscopia optica.

3.2. Objetivo especifico:

Analisar as células mioepiteliais presentes na ectoderme e gastroderme
do octocoral Carijoa riisei, identificando sua disposi¢cao e suas caracteristicas
histoquimicas, na tentativa de correlaciona-las com as caracteristicas descritas
para células musculares presentes em vertebrados, e também identificar a
presenga de colageno na mesogléia desses animais através de métodos

histoquimicos.
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4. HIPOTESES OU QUESTOES A INVESTIGAR

Pretende-se neste trabalho investigar as seguintes questdes:

v' Semelhancas ou diferencas das caracteristicas histoquimicas das
células mioepiteliais presentes na ectoderme e gastroderme do
octocoral Carijoa riisei em relacdo as células musculares
encontradas em vertebrados quando submetidas as técnicas de
tricrémicos de Masson e Mallory.

v Semelhanca ou diferenga da caracteristica histoquimica do
colageno presente na mesogléia dessa espécie em relagdo ao

colageno encontrado em tecido conjuntivo de vertebrados.
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5. METODOLOGIA

5.1. Local de estudo e coletas das espécies

As coletas da espécie do octocoral Carijoa riisei foram realizadas através
da técnica de Mergulho Autbnomo (SCUBA) na praia de Porto de Galinhas,
litoral sul de Pernambuco (8° 30'20” S, 35° 00’34” W) pelo pesquisador Dr.
Carlos Daniel Pérez. O ponto de coleta € conhecido como “Piscina dos o0ito” ou
‘Boca da barra”, por possuir ligagdo com o mar aberto e chegar até a
profundidade de oito metros.

As amostras mensais foram obtidas durante os meses de agosto a
dezembro de 2009 e de agosto a setembro de 2010. A cada més foi coletado
aleatoriamente um total de 10 col6nias, cinco na profundidade de dois metros,
e outras cinco na profundidade de seis metros. Para garantir o status de
colonias diferentes foram retiradas amostras com dois metros de distancia uma
da outra. Apoés a coleta, as colénias foram acondicionadas em sacos plasticos
com etiquetas de identificacdo e fixadas com solu¢ado de formaldeido a 10%

com agua do mar por 24 horas em temperatura ambiente.

5.2. Microscopia optica

Apos a fixagdo, as amostras foram lavadas em agua corrente e
submetidas ao processo de descalcificagdo com solucédo de acido nitrico a 2%
para a retirada da matriz inorganica composta de carbonato de calcio por 24
horas. Em seguida, desidratadas em concentragdes crescentes de alcool etilico
(70 — 100%), diafanizadas em xilol, embebidas e incluidas em parafina. Cortes
histolégicos com 5 um de espessura obtidos em micrétomo Leica RM2025
(Leica Microsystems GmbH Wetzlar, Germany) foram corados pela
hematoxilina-eosina para estudo da morfologia geral.

Os cortes histologicos foram submetidos a realizagcdo de técnicas
histoquimicas como os tricromicos de Masson e Mallory para o diagndstico de
células com caracteristicas musculares e analise de colageno. As preparagdes
histologicas foram analisadas e documentadas em microscopio de luz

convencional.
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Toda a metodologia para processamento e inclusdo das amostras em
parafina e técnicas histoquimicas foram realizadas no Laboratorio de
Biotecnologia e Farmacos do Centro Académico de Vitéria (UFPE).
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6. RESULTADOS

Os resultados obtidos mostraram que nao houve diferenca na morfologia
das espécies de Carijoa riisei coletadas nos diferentes meses do ano de 2009 e
2010 na praia de Porto de Galinhas (litoral sul de Pernambuco), independente
da profundidade e do ponto de coleta.

Os polipos da C. riisei apresentam uma extremidade oral, onde
visualizamos as estruturas dos tentaculos que da acesso a cavidade
gastrovascular (celéntero) e a extremidade oposta e fechada, a aboral (Fig. 3).
A parede do pdlipo (coluna) possui um revestimento epitelial por células da
ectoderme e os tentaculos sao revestidos pela ectoderme e gastroderme, com

a mesogléia separando esses dois folhetos (Fig. 3).

FIGURA 3: Fotomicrografia da estrutura histolégica (corte longitudinal) do pdlipo de
Carijoa riisei. OR: extremidade oral; AB: extremidade aboral; col: coluna do pdlipo; t:

tentaculos; CE: celéntero. Aumento:100x. Hematoxilina-Eosina.
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Pelos métodos dos tricrdmicos, a maioria das células epiteliais da
ectoderme e gastroderme foi corada pelo corante azul de anilina apresentando
citoplasma azulado e nucleo baséfilo devido a presenga da hematoxilina férrica
(Fig.4e5).

Algumas células epiteliais se destacaram pela afinidade tintorial dos
corantes alaranjado G (método do Mallory) e escarlate de Biebrich (método do
Masson), ambos de carater histoquimico acido. Essas células apresentaram
caracteristicas histoquimicas semelhantes as células musculares de
vertebrados. Assim sendo, nossos resultados indicam que essas células
apresentam em seu citoplasma miofilamentos que sao evidenciados pelos
corantes acidos presentes nos tricromicos (Fig. 4 e 5). Dentre essas células,
houve uma variagdo de tamanho e localizagdo no epitélio. Certas células
apresentam estrutura alongada, com disposicéo longitudinal dos miofilamentos
e se localizando, principalmente na regido dos tentaculos (Fig. 4B e 5D).

A mesogléia foi evidenciada pela coloragéo azul claro pelos métodos dos
tricrbmicos. Esse tecido se mostrou acelular e com lacunas (escleritos)
formadas pela retirada de particulas de minerais no processo de
descalcificacao (Fig. 4B, 4E, 5B-D).

Na regido da gastroderme observamos a presenga de cnidocitos (Fig. 4B
e 4C) evidenciados pela cor vermelha magenta brilhante dado pelo corante
fucsina acida no método do tricrémico de Mallory.

Curiosamente, visualizamos algumas células com morfologia
arredondada e de colorag&o alaranjado forte, aderidas a gastroderme ou livres
na cavidade gastrovascular. Essas células apresentam caracteristicas
histolégicas de dinoflagelados (zooxantelas) ja descritos em outros cnidarios
(Fig. 4E e 4F).
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0Oes histolégicas transversais de poélipos de

FIGURA 4: Fotomicrografias de secg

Carijoa riisei, (A) Corte histolégico de um pdlipo evidenciando a ectoderme (lado
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externo) e o sistema gastrovascular (lado interno) proximo a regiao oral do animal; (B-
C) Na regiao do celéntero, observe a detecg¢ao de células musculares (FM) no epitélio
da gastroderme (GD) e fibras colagenas na mesogléia (me). Note também a presenga
de cnidécitos (cn); (D) Visualizagdo do revestimento epitelial da gastroderme (GD) e
ectoderme (EC); (E-F) Presencga de células arredondadas na regido da gastroderme,
com caracteristicas de zooxantelas (zo). Aumentos: 100X (A), 200X (D) e 400X (B, C,
E e F). Tricrébmico de Mallory.

i
{2
i

S

FIGURA 5: Fotomicrografias de secc¢des histoldgicas de pélipos de Carijoa riisei, Corte
transversal (A) e longitudinal (C) de podlipos evidenciando a ectoderme (EC - lado
externo) e o sistema gastrovascular (GD - lado interno) proximo a regido oral do
animal; (B-D) Presencga de células musculares (FM) no epitélio da gastroderme (GD) e
fibras colagenas na mesogléia (me). Aumentos: 100X (A), 200X (C) e 400X (B e D).

Tricrémico de Masson.
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7. DISCUSSAO

Estudos bioquimicos e moleculares com anthozoarios identificaram certos
genes e proteinas que se mantém conservados em animais superiores,
tornando assim esses animais interessantes para o estudo evolucionario.
Entretanto, existem poucos estudos que explorem a biologia e a morfologia dos
antozoarios, principalmente de espécies encontradas no Brasil. Em relagao a
espécie C. riisei ndo ha dados na literatura sobre a estrutura histolégica do
polipo, estando restrita apenas a estudos de sua reprodugédo (Kahng et al.,
2008) e isolamento de substancias bioativas (Maia et al., 2000; Kossuga et al.,
2007).

Nesse estudo, foi observado que o pdlipo apresenta uma extremidade oral e
uma extremidade aboral, e possui um revestimento epitelial externo
(ectoderme) e um revestimento da cavidade do celéntero (gastroderme), como
ja descritos para outros octocorais na literatura (Faustin e Mariscal, 1991).

Algumas células epiteliais presentes na ectoderme e gastroderme
apresentaram caracteristicas histoquimicas semelhantes as fibras musculares,
evidenciadas pela coloragdo alaranjada no tricrbmico de Mallory ou
avermelhada no Masson. De acordo com a literatura, essas células tém como
fungao contrair os tentaculos, auxiliando no processo de digestao (Martindale et
al., 2002) e, por isso, sdo denominadas de células mioepiteliais.

Entre esses epitélios, observamos a mesogléia com um grande numero
de lacunas (escleritos) formadas pelas particulas de minerais retiradas pelo
processo de descalcificagao.

Através das técnicas histoquimicas empregadas nesse estudo, foi
visualizado a presenga de fibras colagenas na mesogléia (evidenciada pelo
corante azul de anilina nos tricrobmicos), corroborando com os dados da
literatura sobre a presencga desta proteina fibrilar em cnidarios (Tillet-Barret et
al., 1992; Peterson e Eernisse, 2001). A mesogléia de hidras também
apresenta proteinas de matriz extracelular (MEC) como colagenos do tipo | e IV
e laminina (Sarras, 2005; Shimizu et al., 2008). A presenga da MEC ¢é
considerada como um fator fundamental para o processo de interacdo entre

célula-célula e, consequentemente, para evolugao de animais multicelulares
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(Morris, 1993; Magie e Martindale, 2008). Mecanismos de adesado sao
intimamente envolvidos na montagem de células para as estruturas
multidimensionais de tecidos e 6rgados (Magie e Martindale, 2008).

Estudos ultra-estruturais com mesogléia isolada de hidras mostraram
também a presenca de poros, evidenciando que as células mioepiteliais da
ectoderme e gastroderme emitem projegbes celulares para o interior da
mesogléia, estabelecendo jungbes comunicantes entre o lado externo e a
cavidade interna, podendo estas ser importantes nos processos de contragao
realizados por essas células em ambos os folhetos (Shimizu et al., 2008).

Na regido da gastroderme observou-se a presengca de cnidécitos
evidenciados pelo método do tricromico de Mallory. Os cnidocitos sdo ceélulas
especializadas do filo Cnidaria que possuem os cnidocistos, estruturas
importantes para a defesa e a alimentagdao desses animais devido a liberacao
de toxinas (Ruppert, Fox e Barnes, 2005).

Essa espécie de octocoral é classificada como azooxantelado, porém a
morfologia dos pdlipos coletados no litoral sul de Pernambuco apresentou a
presengca de células arredondadas na regido da gastroderme com
caracteristicas histolégicas de zooxantelas (Vargas-Angel et al., 2007). As
zooxantelas s&o algas unicelulares de morfologia arredondada que vivem em
simbiose com corais.

A simbiose entre zooxantelas e hexacorais € bem descrita na literatura.
Entretanto, existem espécies de octocorais que também s&o zooxantelados
como, por exemplo, a espécie Heteroxenia fuscescens que apresenta planula
azooxantelada mas que pode ser infectada se tornando um pdlipo primario
zooxantelado, dependendo das condigbes ambientais (Yacobovitch et al.,
2003).

Estudos aprofundados e isolamento dessas células serdo necessarios para

concluirmos se essa espécie seria zooxantelada.
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8. CONCLUSOES

Através dos métodos dos tricromicos de Mallory e de Masson empregados
neste trabalho, concluimos que uma populacdo de células epiteliais que
revestem a ectoderme e a gastroderme das espécies de C. riisei presentes no
litoral sul de Pernambuco, apresentam caracteristicas histoquimicas
semelhantes as fibras musculares presentes em vertebrados, corroborando
com a hipétese da evolugao do tecido muscular a partir dos animais diblasticos.
Também foi evidenciado através destas técnicas, caracteristicas histoquimicas
semelhantes as fibras colagenas na regido da mesogléia, comprovando a

existéncia destas proteinas nesses animais.
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ANEXOS

Técnicas histoldgicas

Coloragao Hematoxilina-Eosina (H.E)

HEMATOXILINA DE HARRIS

32

Hematoxilina 0,59
Alcool Etilico Absoluto 5ml
Alumen de potassio 10g
Oxido vermelho de mercurio 0,25¢
Agua destilada 100 ml
Acido acético glacial 4 ml
EOSINA

Eosina 19

Alcool etilico 95% 100 ml

Procedimento:

1- Desparafinar e hidratar os cortes
2- Lavar em agua da torneira por 1 minuto
3- Hematoxilina de Harris de 30 segundos a 1 minuto

4- Agua de torneira por 10 minutos

(6}
1

Eosina alcodlica por 1 minuto
6- Lavar em agua rapidamente

7- Desidratar, diafanizar e montar
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Coloragao Tricobmico de Mallory:

Solugao A

Fucsina acida 0,5¢
Agua destilada 100 ml
Solugao B

Azul de Anilina 0,5¢
Orange G 29
Acido Fosfotingstico 1 ml

Agua destilada 100 ml

Procedimento

1- Desparafinar e hidratar os cortes

2- Corar pela solugao fucsina acida (solugado A) por 5 minutos
3- Corar pela solugao de Mallory (solugao B) por 20 minutos
4

Diferenciar em alcool 95% (rapidamente)

(6}
1

Desidratar, diafanizar e montar



Coloragao Tricomico de Masson:

SOLUGAO DE BOUIN

Solucéo saturada de Acido Picrico 75 ml
Formaldeido puro 25 ml
Acido Acético Glacial 5 ml

HEMATOXILINA FERRICA DE WEIGERT

Solugao A

Hematoxilina po 19
Alcool 95% 100 ml
Solucdo B

Solugéo aquosa de Cloreto Férrico a 29% 4 ml
Agua destilada 95 ml
Acido Cloridrico Concentrado 1 ml

Solugdo de trabalho: juntar na hora do uso partes iguais da solugdo A e B

SOLUGAO DE ESCARLATE DE BIEBRICH

Solugao aquosa de Escarlate de Biebrich 1% 90 ml
Solugdo aquosa de Fucsina Acida 1% 10 mi
Acido Acético Glacial 1ml

SOLUCAO ACIDA FOSFOTUNGSTICA-FOSFOMOLIBDICA
Acido Fosfotingstico 259
Acido Fosfomolibdico 2,59
Agua destilada 100 ml



35

SOLUGAO DE AZUL DE ANILINA

Azul de Anilina 25¢g
Acido Acético Glacial 2 mi
Agua destilada 100 ml

SOLUCAO DE AGUA-ACIDO

Agua destilada 100 ml

Acido Acético Glacial 1 ml

PROCEDIMENTO:

. Desparafinar e hidratar

Lavar em agua corrente por 5 minutos

3. Mordentar em solugao de Bouin por 1 hora na estufa a 60 graus ou

preferencialmente deixar por uma noite em temperatura ambiente
Lavar em agua corrente até desaparecer o amarelo deixado pela

solucao de Bouin

5. Passe em agua destilada

7.
8.
9.

Corar pela solugdo de Hematoxilina Férrica de Weigert (A e B) por 10
minutos

Lavar em agua corrente por 10 minutos

Passe em agua destilada

Corar pela solugéao de Escarlate de Biebrich por 5 minutos

10.Passe por agua destilada

11. Diferencie pela solugdo de Acido Fosfotuingstico-Fosfomolibdico durante

10 a 15 minutos

12.Passe por agua destilada

13.Corar pela solugdo de Azul de Anilina durante 5 a 10 minutos

14.Lave em agua destilada

15.Passe pela solugdo de Acido Acético Glacial 1% por 3 a 5 minutos

16.Passe por agua destilada

17.Desidrate, diafanize e monte em resina.



