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Resumo

Equinodermos sao bem conhecidos pelas suas grandes capacidades
regenerativas, principalmente em processos mais complexos como a
reposi¢do de membros e 6rgdos. Porém pouco se sabe sobre processos
aparentemente mais simples como a cicatrizagdo. Tem sido descrito que um
dos principais mecanismos envolvidos neste evento ¢ o remodelamento da
matriz extracelular e que existem células responsaveis por isto. Entretanto,
varios detalhes do processo e do exato papel destas células ainda ndo sao
muito claros. Neste trabalho, foram estudados os estdgios do processo de
cicatrizacdo em Holothuria grisea Selenka, 1867 (Holothuriidae). A lesao
foi induzida através de uma incisdo perfurando a parede do corpo do
animal até alcancar a cavidade celomatica. Através de analises histologicas,
foram acompanhadas as mudangas estruturais € os mecanismos celulares
que ocorrem no intervalo de doze horas a trinta dias apos a injaria. Foi
observado que houve um rapido fechamento da ferida através da sintese de
novas fibras de colageno, e que fibroblastos e duas populacdes de
esferulocitos estdo envolvidos neste processo. Sdo discutidas as provaveis
fungdes destes tipos celulares e possiveis diferengas funcionais entre os

esferulocitos.

Palavras-chave: Histologia; Regeneragdo; Celomocitos; Fibroblastos;

Esferulocitos.



Abstract

Echinoderms are well known by their regenerative capabilities, mostly
in complex events such as the reconstruction of internal organs or entire
body parts. However, the knowledge on apparently simpler processes such
as wound healing is relatively scarce. It has been described that
extracellular matrix remodeling is the main mechanism, and it involves
participation of different cells populations. However, the specific function
of these cell types is still under debate. In this work, the wound healing
process in Holothuria grisea Selenka, 1867 (Holothuriidae) was studied.
The lesion was made by an incision through the body wall up to the
coelomic cavity. The local changes in cell types and the reorganization of
the extracellular matrix were accompanied from 12 hours to 30 days after
the injury. Soon after the wound, the organism responded with a localized
contraction, followed by cell migration and synthesis of new collagen
fibers. Four different cell types were observed, including two different

types of spherulocytes. The probable functions of these cells are discussed.

Keywords: Histology; Regeneration; Coelomocytes; Fibroblasts;

Spherulocytes.
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Introducdo

1. Regeneragéao

A regeneragdao € um importante fendmeno regulatério com amplas
implicagdes bioldgicas. Envolve desde eventos limitados de reparo a nivel
celular ou tecidual (cicatrizacdo) até a reposicdo de estruturas e o6rgaos
perdidos apos amputagdes auto-induzidas ou traumaticas. Pode permitir a
efetivagdo de processos mais complexos como a reconstrugdo de individuos
inteiros a partir de fragmentos do corpo. E um mecanismo fundamental para a
manutencdo da homeostase e um dos requisitos basicos para a conservagao
da multicelularidade, sendo essencial para a sobrevivéncia contra as
constantes e perturbadoras for¢cas da natureza (Sanchez-Alvarado 2000).

A possibilidade de regenerar pode ser considerada uma adaptagao a
lesdes, permitindo a reposi¢ao de partes do corpo perdidas em decorréncia de
acidentes, parasitismo ou predacéo.

Esta capacidade € amplamente distribuida desde os filos mais basais aos
mais derivados, independentemente do nivel de complexidade organizacional
ou filogenético (Sanchéz-Alvarado 2000, Brokes et al. 2001). Organismos
basais como Hydra e Dugesia tém esta capacidade bem desenvolvida, sendo
capazes de regenerar o animal inteiro a partir de partes do corpo. Outros como
Caenorhabditis e Drosophila sao bem mais limitados (Galliot & Schmid 2002,
Salé & Baguia 2002). Mesmo vertebrados como Xenopus laevis e Danio rerio,
apresentam mecanismos de reposicdo de membros e 6rgaos inteiros (Tsonis

2000, Brockes & Kumar 2005, Mochii et al. 2007).
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Entretanto, o grau morfolégico e funcional de recuperagao varia
consideravelmente entre niveis de organizagdo (e.g. corpo inteiro,
membros/estruturas, érgéos internos, tecidos e células) (Fig. 1), grupos,
espécies relacionadas e mesmo entre diferentes tecidos de um mesmo animal
(Sanchéz-Alvarado 2000, Brokes et al. 2001, Bely & Nyberg 2010). Todos os
organismos, a principio, possuem um potencial latente para regeneragao, que
pode ter sido modificado, inibido ou eliminado por pressdes evolutivas. Nestes
casos, esta caracteristica ndo ajudaria na sobrevivéncia e reprodugao, ou néao

contrabalancgaria as desvantagens do seu alto custo metabdlico (Bely & Nyberg

2010).
B _lee{ Exemplos Af'tﬁs _da ".\p.‘?s. a Regenerado
iolégico injaria injaria
Regeneragao
a partir de
Corpo inteiro pequenos = - —* @
fragmentos
do corpo
Membros,
nadadeira,
cauda, =
Estrutura cabeca, % i Fk" e
tentaculo, s
sifao, braco
etc.
Orgao Coragao, o @ o @
interno figado, retina. N
Tecido Epiderme — %% —
A Axonio, fibra :
Célula muscular H -~ O > O %

Figura 1. Quadro resumo da presenga de processos regenerativos nos diferentes niveis de

organizagdo. Modificado de Bely & Nyberg (2010).
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Os diversos modos pelos quais a regeneracao € realizada € um tépico de
muito interesse, assim como a sua distribuicdo entre os grupos. Desde os
primeiros estudos com regeneracdo de Hydra realizados por Abraham
Trembley em 1740 (Sanchéz-Alvarado 2000), tem-se procurado entender os
processos pelos quais alguns animais facilmente se reconstroem e organizam
suas estruturas corporais ap6és uma injuria. Entretanto, diversos aspectos dos
mecanismos moleculares e celulares basicos da regeneragado continuam nao
sendo muito claros (Sanchéz-Alvarado 2006, Agata et al. 2007).

Estratégias regenerativas incluem o rearranjo de tecidos pré-existentes, o
uso de células tronco e a desdiferenciagdo e/ou transdiferenciacdo celular.
Mais de um destes mecanismos pode atuar em diferentes tecidos do mesmo
animal. No entanto, numa situacdo normal, sempre resultam no
restabelecimento da polaridade, estrutura e forma apropriadas para o tecido
(Sanchéz-Alvarado 2006).

Existe uma tendéncia de organizar o0s processos regenerativos em
categorias, sendo as principais a regeneracgao fisioldgica, a epimorfica e a
morfalatica (Carlson 2007). Apesar de parecerem processos distintos, cada um
com suas préprias vias e regras, alguns estudos moleculares recentes sugerem

que dependem de mecanismos comuns (Agata et al. 2007).

1.1 Regeneracgao Fisioldgica

A regeneracéao fisiolégica € a reposi¢cao natural de partes do corpo

desgastadas. Caracteriza-se por ser difundida, regular, e ndo dependente da
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destruicdo acidental de estruturas normais. Representa, portanto a restauragao
de elementos perdidos durante ciclos de atividade normal.

Uma caracteristica importante das muitas variedades de regeneracgéao
fisiologica é que a sua intensidade pode ser ajustada de acordo com as
necessidades momentaneas. No entanto, € importante entender que o termo
nao implica em um tipo de mecanismo especifico. Desta forma, deve ser vista
como um termo de conveniéncia, que define uma variedade de processos
designados para manter o equilibrio normal dos tecidos do corpo (Carlson
2007). Em mamiferos, alguns dos melhores exemplos de regeneragéo
fisiolégica sédo o ciclo de trocas da epiderme ou células epiteliais, a renovagao
do endométrio e a reposi¢ao de células sanguineas. Ja entre os invertebrados
esse processo € observado na ecdise em crustaceos e na renovacgao de
células do liquido celomatico em anelideos, moluscos, equinodermos e outros.
Todos esses exemplos possuem mecanismos de controle e processos
celulares particulares, mas tem a fungado comum de manter o equilibrio celular

e/ou tecidual.

1.2 Regeneragao Epimorfica e Morfalatica

No inicio do século 20, T.H. Morgan propdés duas vias principais para
descrever os mecanismos de regeneragao: epimorfia e morfalaxia (Sanchéz-
Alvarado 2000). Epimorfia (Fig. 2A) envolve a geracao de partes do corpo ou
tecidos através da proliferacao de células, e pode ocorrer de duas formas. Na
primeira ocorre a formacdo de uma estrutura especializada chamada

“blastema”. Similar, em forma e organizacéo, aos brotos iniciais de membros
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durante a fase embrionaria. Possui duas camadas celulares bem definidas,
uma mais externa de origem epitelial, e uma massa interna de origem
mesenquimal. Dependendo do organismo, esse blastema pode ser formado
dentro de algumas horas ou dias depois da amputagéo ou injuria, e a partir da
sua diferenciacdo serdao formados os novos tecidos. Tal processo € mais
comum, e encontrado em grupos diversos, como planarias, moluscos,
equinodermos, urocordados e também participa da regeneracéo da cauda e
membros de vertebrados (Goss 1969, Sanchéz-Alvarado 2000, Garcia-Arraras
et al. 2006). A segunda forma de epimorfia se da sem a formagao do blastema.
Neste caso, ocorre a transdiferenciacdo do tecido remanescente, proliferacao
das células sobreviventes e de células tronco presentes no local e a
diferenciacdao destas. Este mecanismo, por exemplo, ocorre durante a
regeneragao da retina de anfibios e no figado e osso de humanos (Carlson
2007).

Ja a morfalaxia (Fig. 2B) € um mecanismo de regeneragdao onde ocorre
pouca ou nenhuma proliferagao celular, e o novo tecido é formado a partir de
células pré-existentes no local ou proximo a injuria. Este evento é observado na
regeneragao de Hydra (Holstein et al. 2003) e durante o processo geral de

cicatrizacao.
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(A) Epimorfia

7 blastema

3 A
->D->

(B) Morfalaxia

‘_"_’ g "\T%

Figura 2 - Principais formas de regeneragdo: Epimorfia e Morfalaxia. (A) Regeneragao
epimorfica de um membro de anfibio. (B) Regeneragdo morfalatica em Hydra. Modificado de
Agata et al. (2007).

Boa parte do atual entendimento dos mecanismos basicos nestes
processos tem emergido de estudos usando invertebrados como sistemas
modelo (Sanchéz-Alvarado 2004). Muitos invertebrados s&o capazes de repor
rapidamente partes do seu corpo a partir de pequenos fragmentos isolados ou
mesmo de agregados de células (Bekkun 2004). Um exemplo extremo dessas
possibilidades é encontrado nas esponjas (Porifera), que sado capazes de
formar um organismo inteiro a partir de fragmentos pequenos ou mesmo de
células completamente dissociadas (Wiens & Muller 2006, Louden et al. 2007).

A capacidade de regeneracdo de cada espécie depende do potencial

individual de recrutamento de células indiferenciadas, proliferagdo e migracao
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de células, fornecimento de fatores regulatorios/tréficos especificos e a
expressao ou re-expressao do programa de desenvolvimento em animais
adultos (Candia-Carnevali & Bonasoro 2001). A diversidade celular aumenta
com a complexidade morfolégica e aparentemente adiciona alguns passos
regulatérios na regeneragdo, como a diferenciagdo celular, formagado de

blastemas e a cicatrizagao (Sanchéz-Alvarado 2000).

2. Cicatrizagao

A cicatrizacao de feridas € um processo que depende de sinais quimicos,
da organizacao de células e da matriz extracelular e tem como objetivo reparar
o tecido buscando o fechamento rapido da lesdo (Mendonga & Coutinho-Netto
2009). Na maioria dos organismos onde a cicatrizagdo foi descrita, a resposta a
injuria  ocorre em trés fases distintas, mas parcialmente sobrepostas:
inflamacéo, formacgao do tecido novo e remodelamento (Gurtner et al. 2008).

Processos inflamatdérios ocorrem imediatamente apds a lesdo do tecido.
Nesta fase sdo ativados os componentes da cascata de coagulagéo, vias
inflamatdrias e sistema imune para prevenir a perda de fluidos, para remover
tecido morto e prevenir infecgdes. O segundo estagio é a formagdo do novo
tecido, que ocorre geralmente entre 2 a 10 dias apds a injuria. E caracterizado
pela proliferacdo e migracdo de diferentes células, como fibroblastos e
macrofagos, que irdo participar da formagado da matriz extracelular. Esta por
sua vez formara um novo substrato para a restauracao do epitélio e a posterior

diferenciagdo dos demais tecidos (Mendonga & Coutinho-Netto 2009).

10
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O terceiro estagio € o remodelamento, no qual todos os processos
ativados imediatamente depois da injuria cessam. As células entram em
apoptose ou saem do local da ferida, restando uma massa que contém
algumas células e consiste principalmente de colageno e outras proteinas de
matriz extracelular. A matriz extracelular é ativamente remodelada, com o
colageno tipo Il sendo substituido pelo tipo I. Em vertebrados, este processo é
executado através da secrecdo de metaloproteinases de matriz secretadas
pelos fibroblastos e macrofagos (Gurtner et al. 2008, Mendonga & Coutinho-
Netto 2009).

A cicatrizagdo € o primeiro passo para a regeneragao e necessaria a
todos os animais, principalmente no sentido de prevenir o extravasamento dos
fluidos corpéreos e limitar a invasao de patdégenos. Mesmo com certas
limitacoes, e de diferentes formas, todas as espécies possuem a capacidade
de cicatrizar feridas produzidas por fatores externos.

Por exemplo, apds uma injuria, o cnidario Plexaurella fusifera regenera
tecidos lesados com a formagdo de uma camada epitelial contendo
amebdcitos. Estas células sao responsaveis por produzir as fibras da
mesogléia e possuem zooxantelas que fornecem a energia para o reparo
(Meszaros & Bigger 1999). Em alguns anelideos, os fibroblastos séo o principal
tipo celular envolvido na regulacédo da produgdo das proteinas da matriz
extracelular durante o processo de cicatrizagdo (Tettamanti et al. 2004). Em
moluscos a cicatrizagcdo, apés uma excisdo no manto, € acompanhada de uma
contracdo muscular, que reduz o tamanho da ferida, e da acumulagcado de

hemodcitos e tecido conjuntivo logo apds a injuria. Posteriormente, uma

11
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proliferacdo de células epiteliais cobre o local da lesdao (Acosta-Salmon 2005).
Ja em artrépodes, as feridas sao fechadas e a entrada de patdégenos evitada
através de um eficiente sistema de coagulagéo e da participagdo da melanina.

(Fontaine 1973, Theopold et al. 2004)

Muitos pesquisadores tentam encontrar relacdes diretas entre o processo
de regeneragédo e a cicatrizagdo. Em salamandras é observado que tanto a
cicatrizagdo quanto a regeneragdo sado dependentes de interagdes
epiteliais/mesenquimais, da reestruturacdo da epiderme e da matriz
extracelular e outros eventos celulares e moleculares (Roy & Levesque 2006).
Experimentos com zebra-fish (Danio rerio) mutantes, desprovidos dos
mecanismos moleculares desencadeadores da formacdo do blastema,
mostraram que estes ndo eram capazes de regenerar as nadadeiras, mas que
a cicatrizagao ocorria normalmente (Whitehead et al. 2005).

Estudar o reparo de feridas em varios filos pode melhorar 0 nosso
entendimento sobre a cicatrizacdo em organismos mais derivados, inclusive em
humanos. Além disso, pode contribuir para a identificagdo de moléculas ou vias
que permitam restaurar capacidades regenerativas desabilitadas (Gurtner et al.

2008).

12
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3. O Filo Echinodermata

Dentre todos os grupos onde o processo ja foi estudado, um dos que
apresenta as maiores capacidades de regeneracido sao 0s equinodermos.
Exclusivamente marinhos e bentbnicos, os equinodermos sao encontrados em
todos os oceanos, tanto nas zonas polares quanto tropicais, desde a regiao do
mesolitoral até as grandes profundidades (Hyman 1955). No mundo existem
cerca de 7.000 espécies atuais e 13.000 fosseis (Pawson 2007), sendo que no
Brasil sdo conhecidas mais de 300 atuais. O filo é atualmente dividido em cinco
classes: Crinoidea (lirios-do-mar), Ophiuroidea (serpentes-do-mar), Echinoidea
(ouricos e  bolachas-do-mar), Holothuroidea  (pepinos-do-mar) e
Concentricycloidea (classe recém descoberta). Nos ambientes tropicais rasos,
s&o um dos invertebrados mais abundantes e diversos e em zonas abissais
chegam a constituir até 90% da biomassa (Hendler et al. 1995). Ocorrem em
substratos consolidados ou n&o, e até mesmo em epibiose com outros animais
e plantas (Hyman 1955, Hendler et al. 1995). Constituem um dos grupos de
maior importancia na estrutura das comunidades bénticas marinhas, onde
ocupam diversos niveis tréficos (Ventura et al. 2006). Holoturias desempenham
um importante papel na reciclagem dos nutrientes e no revolvimento dos
sedimentos, pois sdo consumidores de depdsitos ou de material em suspensao
(Hyman 1955). Desta forma, sdo fundamentais para tais processos em alguns
ambientes, sendo até mesmo considerados animais bioindicadores (Coteur

2004).

13



Introducdo

Sao organismos celomados com uma simetria bilateral na fase larval, mas
pentaradial na fase adulta. A maioria possui um endoesqueleto composto por
placas de calcario, de onde podem se originar espinhos externos ou
protuberancias. A superficie do corpo é geralmente rigida, com algumas
excegdes, como Holothuroidea que possui o esqueleto formado por pequenos
ossiculos dispersos no tecido conjuntivo. A parede do corpo consiste de uma
epiderme e uma derme espessa, onde esta localizado e é produzido o
endoesqueleto, e um epitélio celdmico. A derme possui uma propriedade
exclusiva dos equinodermos, chamada de tecido conjuntivo mutavel (TCM)
(Hyman 1955, Lawrence 1987). Este confere a estes organismos a capacidade
de alterar voluntariamente e com rapidez a rigidez do préprio tecido, que pode
se tornar rigido ou flexivel de acordo as circunstancias enfrentadas pelo animal.
Este processo pode ser controlado pelos nervos presentes na regidao ou pela
variagao local nas concentracbes idnicas de calcio. O TCM ocorre em
diferentes partes do corpo de todas as classes de equinodermos, e esta
envolvido no mecanismo de autotomia, entrada e saida em refugios, protegcéo
contra predadores e injurias e manutengdo da postura com pouco gasto de
energia (Wilkie 2001).

Outra caracteristica peculiar é a presenga de um sistema hidrovascular de
natureza celémica, composto por um sistema de tubos por onde circula agua
do mar e fluido celébmico. Este sistema possui varias pequenas proje¢cées no
exterior do corpo, chamados de pés ambulacrais, sendo fundamental para a
locomocgao e circulacdo. O sistema nervoso € simples, consistindo de redes

concentradas em cinco corddes nervosos que seguem o padrao pentaradial. A
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maioria nao possui sistemas excretor e respiratério definidos, e fazem trocas
através do tegumento. Entretanto, holoturias de maior porte apresentam
arvores respiratorias organizadas, responsaveis por grande parte das trocas
gasosas. Por outro lado, espécies de tamanho reduzido, como da Ordem
Apoda, realizam as trocas gasosas através da parede do corpo. O trato
digestorio consiste de um tubo enrolado que se estende desde a superficie oral
até o anus, nao estando presente em ofiuréides e asterdides. Sdo animais
didicos, com excegcao de algumas holoturias e ofiurdides que séo
hermafroditas. Os gametas séo liberados no meio externo para a fecundacgao,
mas ha também espécies que se autofecundam e outras que incubam a sua
prole (Hyman 1955).

Equinodermos nao possuem uma regiao cefélica definida, mas o corpo é
diferenciado em regiao oral e aboral. Essa caracteristica junto com a simetria
pentaradial faz com que muitos pesquisadores definam os equinodermos como
animais "primitivos". No entanto, levando em consideracao o desenvolvimento
embriologico, estes organismos mostram muitas similaridades com o
desenvolvimento de animais mais derivados, como a clivagem radial e o anus
originado a partir do blastéporo. Essa caracteristica serve para coloca-los entre
os deuterostomados, o mesmo ramo evolutivo onde sao inseridos os
vertebrados.

A relacgéo filogenética aceita atualmente agrupa o Filo Echinodermata com
o Hemichordata dentro dos Ambulacraria. E o coloca como grupo irmao do filo
Chordata, o qual contém os Urochordata (tunicados), Cephalochordata e

Vertebrata (Halanych 2004) (Fig. 3). Junto destes grupos, sdo 0s Unicos
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invertebrados Deuterostomados. Todos os demais (exceto Porifera e Cnidaria)
sao agrupados dentro do grupo dos Protostomados.

Tem sido proposto que o ancestral comum dos cordados e equinodermos
existiu a cerca de 600-700 milhdes de anos atras (Halanych 2004). No entanto,
continuam compartilhando muitos processos de desenvolvimento e, junto com
eles, a maquinaria genética que os controla (Hart 2002). Esta relagao préxima
com os cordados é uma das razbes que os torna atrativos como sistemas
modelo, em particular quando comparada a outros invertebrados que sé&o
utilizados para descrever varios processos celulares e moleculares como
Drosophila melanogaster e Caenorhabditis elegans. Desta maneira,
equinodermos, com suas extraordinarias propriedades regenerativas podem

fornecer pistas importantes sobre este fendbmeno também em outros grupos.
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Vertebrata
Urochordata Chordata

Cephalochordata = Deuterostomados

Hemichordata

: Ambulacraria
Echinodermata

Arthropoda
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Platyhelminthes

Rotifera
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>~ Protostomados

Annelida
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Figura 3. Arvore filogenética mostrando a relagdo entre Echinodermata e outros grupos

animais (segundo Halanych 2004).

3.1. Regeneracdao em Equinodermos

Nestes organismos o potencial regenerativo € uma caracteristica comum
e extremamente desenvolvida (Candia-Carnevali & Bonasoro 2001). Estrelas-
do-mar, crindides e ofiuréides sdo capazes de regenerar totalmente um ou
mais bragos perdidos por agdo de predadores (Emson & Wilkie 1980,
Thorndyke & Candia-Carnevali 2001). Além de servir no reparo de estruturas
danificadas, estes mecanismos de regeneragao também podem ser parte de

processos de reproducao assexuada.
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Um exemplo bem conhecido, que retrata a grande capacidade entre as
estrelas, € o caso da espécie Linckia guildingii. Conhecida como “estrela-
cometa” pela sua capacidade de formar um novo individuo a partir de um
fragmento amputado do brago (Hendler et al. 1995). Da mesma forma,
crindides podem reconstruir bracos e célices, e até mesmo estruturas rigidas,
como os espinhos do ourigo-do-mar, podem ser regenerados quando partidos
(Candia-Carnevali et al. 1998, Dubois & Ameye 2001).

Embora a regeneragdo esteja presente em todas as classes, a maioria
dos estudos tém sido realizados com crindides, ofiurdides e asterodides, tanto
em termos de mecanismos teciduais e celulares como na sua importancia
ecoldgica (Candia-Carnevali et al. 1994, Candia-Carnevali & Bonasoro 2001).
Nao porque apresentam mecanismos especificos, mas porque parecem sofrer
mais injurias do que outros grupos. A incidéncia de injurias aos bragos varia
com o habito de vida desde equinodermos. Por exemplo, espécies que vivem
na superficie de recifes estdo mais expostas do que aquelas de habito criptico
(Meyer 1985). Equindides também possuem capacidade de regenerar, porém
suas capacidades sao mais limitadas, voltadas principalmente para estruturas
externas, como espinhos e pedicelarias (Bonasoro et al. 1995, 1998, Patruno et
al. 2001).

Estas habilidades também s&do encontradas em holoturias. Por exemplo,
um fragmento do corpo de Leptosynapta crassipatina (Synaptidae) contendo
apenas partes da regidao anterior do corpo, como o anel calcario, o anel

nervoso e a boca, pode regenerar o animal inteiro (Smith 1971).
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Um dos fendbmenos mais notaveis neste grupo € a evisceragdo, usada
como um mecanismo de defesa contra predadores ou quando o organismo é
estressado. Neste processo, as holoturias contraem a parede corporal e ejetam
parte ou todos os 6rgaos internos. Posteriormente, os tecidos lesionados sao
inteiramente recompostos e voltam ao estado funcional (Hendler et al. 1995,
Emson & Wilkie 1980, Garcia-Arraras & Greenberg 2001). Em diversas
espécies a regeneracao total das visceras (intestino, arvores respiratorias,
gbnadas e outros) é completada dentro de um periodo relativamente curto, de
apenas 30 dias (Garcia-Arraras et al. 2006). No entanto, os mecanismos e
outros aspectos do processo tém sido menos estudados que em outros grupos,
e 0s poucos trabalhos existentes estdo relacionados com o processo de
regeneragao apos a evisceragao (Garcia-Arraras et al. 2006, Miguel-Ruiz &
Garcia-Arraras 2007).

Equinodermos também executam outros processos que dependem de
mecanismos regenerativos, como a reprodugao assexuada e autotomia. No
primeiro, o organismo se divide por fissdo em duas ou trés partes e estas
formam novos individuos. Trata-se de um evento recorrente entre asterdides,
ofiurdides e holoturdides. Ja a autotomia, trata-se de mecanismo pelo qual
alguns animais destacam uma parte do corpo partir de um estimulo externo,
como o ataque de predadores, como formas de escapar de um
encarceramento ou remocao de uma parte do corpo infectada ou lesionada. E
depois regeneram o membro descartado. Nos casos mais comuns € usado

como uma estratégia de defesa anti-predacao (Wilkie 2001).

19



Introducdo

Dentro da grande diversidade dos equinodermos poucos organismos ja
foram submetidos a estudos sobre regeneracdo, e varios detalhes deste
processo ainda sdo desconhecidos. A maioria dos trabalhos em holoturias é
restrita a descricdes macroscopicas, enquanto que os mecanismos celulares

envolvidos ndo tém sido estudados em detalhes.

3.2.Cicatrizagao em Equinodermos

Tendo em vista a grande capacidade regenerativa dos equinodermos,
pode se esperar que também sejam capazes de cicatrizar feridas rapidamente
(Menton & Eisen 1973). Processos como: cicatrizagdo, crescimento,
morfogénese e diferenciacéo estao envolvidos no fendbmeno de regeneragao de
tecidos e tem sido foco de estudos e mostram a necessidade de recrutamento
celular para serem executados.

Existem poucos estudos que descrevem em detalhes a cicatrizagdo em
equinodermos. Em ourigos do mar, tem sido sugerido que a cicatrizagao de
espinhos quebrados ocorre por um mecanismo morfalatico, com o
recrutamento de células diferenciadas, enquanto a regeneracéo de espinhos
removidos ou pedicelarias ocorre por um processo epimorfico envolvendo
precursores indiferenciados (Dubois & Ameye 2001). Em ofiurdides a fase de
reparo ocorre em trés dias onde inicialmente ocorre fechamento dos canais
celdbmicos e cavidades expostas com a formagdo de coagulos contendo
celomocitos e através da contragcéo da parede do corpo. Em seguida ha uma

re-epitelizacdo da superficie através da reorganizacdo da epiderme e
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contribuicdes de células migratérias. Por ultimo, ha o rearranjo dos tecidos
danificados (Biressi et al. 2010).

Apenas trés trabalhos focaram especificamente na cicatrizacdo cutanea
em holoturias: um em Stichopus badionotus (Stichopodidae) (Cowden 1968), o
segundo em Thyone briareus (Cucumariidae) (Menton & Eisen 1973) e o
terceiro com Holothuria glaberrima (Holothuriidae) (Miguel-Ruiz & Garcia-
Arraras 2007). Todos descrevem que a cicatrizagdo dura cerca de duas a trés
semanas, com pouca ou nenhuma divisdo celular durante os estagios iniciais
do processo, mas com uma numerosa migracao de celomdcitos para o local
afetado. Entretanto, os resultados diferem quanto aos tipos celulares

encontrados no local da lesdo e suas respectivas fungoes.

4. Celomocitos

Celomdécitos sao células livres e circulantes, que ocorrem nas cavidades
celébmicas e no tecido conjuntivo de varios invertebrados. Nos equinodermos,
aléem das cavidades celbmicas, estas células estdo presentes também nos
sistemas hemal e aquifero, no tecido conjuntivo e entre os tecidos de varios
orgaos. Ainda permanecem muitas duvidas a respeito da origem dos
celomaocitos nos equinodermos. Alguns trabalhos sugerem que seja a partir do
epitélio celdmico (Mufoz-Chapuli et al. 2005). Outros autores indicam que o
orgao axial dos equinodermos, uma massa complexa e alongada que
representa a jungdo comum do sistema circulatério, € o responsavel (Pinsino et

al. 2007).
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Acredita-se que participam de fungdes variadas, algumas similares aos
seus homoélogos em vertebrados (Mufioz-Chapuli et al. 2005). Entre as varias ja
descritas para celomdcitos de equinodermos estdo: coagulagdo, excregao,
digestao, transporte e estocagem de nutrientes, encapsulamento, secrecao de
substancias, transporte de oxigénio, sintese e deposicao de fibras de colageno
e da matriz extracelular (Endean 1958, Endean 1966, Smith 1971, Ramirez-
Gbémes et al. 2010). Também podem ter um papel importante na resposta
imune humoral e celular, participando da fagocitose (Borges et al. 2005)
encapsulamento, citotoxicidade e producédo de agentes antimicrobianos (Smith
& Davidson 1992, Gross et al. 1999). Ja foi observado que a quantidade e os
tipos de celomdécitos podem variar durante infecgbes ou apds uma injuria
(Pinsino et al. 2007).

Estas células sao classificadas, de uma maneira geral, de acordo com
seu tamanho, forma e conteudo citoplasmatico (Eliseikina & Margalanov 2002).
Os principais tipos encontrados em todas as classes de equinodermos sao:
amebdcitos, fagocitos, células fusiformes e esferuldcitos, também chamados de
células mérula ou granuldcitos (Hyman 1955, Bolootian 1958, Endean 1966). A
quantidade e os tipos celulares variam entre as classes, e sua abundancia,
variedade e ubiqlidade sugerem que possuam papéis fundamentais na
fisiologia dos organismos (Endean 1966).

Existem varios estudos a respeito dos tipos e morfologia de celomdécitos
encontrados em holoturias (e.g. Hyman 1955, Bolootian 1958, Endean 1958,
Hetzel 1963, Noble 1970, Canicatti 1989, Eliseikina & Margalanov 2002, Xing et

al. 2008). No entanto, apenas quatro tipos celulares sao encontrados em todas
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as espécies: linfécitos, fagocitos, células fusiformes e esferulécitos incolores.
Outros quatro ndo sdo comuns, mas encontrados em diversos grupos de
holoturias: hemacitos, células vibrateis, células cristal e esferuldcitos coloridos
(Hyman 1955, Endean 1966).

Estes esferuldcitos coloridos e incolores sao caracterizados por
possuirem o citoplasma preenchido com muitas esférulas ou vacuolos. Células
com morfologia semelhante sdo comuns em diversos invertebrados. Por
exemplo, na esponja Chondrosia reniformis recebem o nome de células
esferulosas, e sao abundantes no mesohilo, e geralmente mostram uma
estrutura degranulada nas regides invadidas por bactérias (Bonasoro et al.
2001). Em outros grupos, como anelideos, artrépodes e ascidias, células
morfologicamente semelhantes participam de mecanismos de encapsulamento.
Seus conteudos, principalmente fenoloxidase, exercem atividades citotéxicas e
parecem estar diretamente envolvidos em uma variedade de respostas imunes
(Ratcliffe & Rowley 1981, Ballarin et al. 1998). Da mesma forma, podem ser
responsaveis pela secregao alguns fatores humorais de defesa, como lisinas,
aglutininas e enzimas antioxidantes (Odintsova et al. 2004).

Em equinodermos, esferulécitos sdo observados tanto no fluido celémico
quanto no tecido conjuntivo. Sua participagdo sempre € descrita durante o
processo de regeneragao, principalmente holoturias. No entanto, suas exatas
funcdes ainda sao bastante discutidas. A este tipo celular sdo atribuidos papéis
bastante variados, que vao desde a participagcdo em mecanismos de defesa
(Haug et al. 2002, Arizza et al. 2007) até a secrecao de enzimas extracelulares

(Massin 1980) e produgédo de matriz extracelular (Garcia-Arraras et al. 2006).
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Nao existe consenso quanto a origem, numero de populagdes e até mesmo
quanto a nomenclatura utilizada.

Ultimamente o interesse a respeito da origem e fungdes dos celomaocitos
de equinodermos tem aumentado. Por exemplo, podem fornecer novos
modelos experimentais para estudos da regeneragdo e recrutamento de
células-tronco (Candia-Carnevali 2006), além de novas ferramentas gendmicas
para analisar fungdes de regulagdo (Matranga et al. 2005). Tendo em vista sua
posicao filogenética proxima aos Chordata, os dados obtidos a partir destes
estudos podem ter aplicabilidade mesmo em vertebrados.

Desta forma, neste trabalho a cicatrizacdo cutanea em holoturias foi
acompanhada, de modo a caracterizar morfologicamente os principais eventos

e investigar o papel dos esferuldcitos durante este processo.
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Objetivos

1.

Investigar os estagios do processo de cicatrizagdo em holoturias,
usando a espécie Holothuria grisea como modelo, descrevendo a

sequéncia de eventos e os tipos celulares envolvidos no reparo tecidual;

Caracterizar os esferulocitos, buscando definir melhor o papel

desempenhado por estes tipos celulares durante o processo de

cicatrizacao.
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1. Modelo de Estudo

Holothuria grisea Selenka, 1867, (Aspidochirotida: Holothuridae) € uma
espécie comum no litoral brasileiro e facilmente encontrada entre rochas na
regidao entre-marés. Seus individuos (Fig. 4) atingem até 25 cm de
comprimento, possuem forma cilindrica, com a parede do corpo espessa e
flexivel, em sua maior parte composta por tecido conjuntivo no qual se inserem
ossiculos esparsos. Alimentam-se principalmente da matéria organica contida
no sedimento e em suspensdo. Para os experimentos, os especimes de H.
grisea foram coletados manualmente na regido entre-marés na area do canal
de Sao Sebastido (Sdo Paulo). Os animais foram mantidos no Centro de
Biologia Marinha (CEBIMar-USP) em tanques com sedimento do local onde os
organismos foram coletados e agua do mar corrente. A temperatura e o pH nao
foram controlados, e seguiram as flutuagcbes naturais, e nenhum tipo de

alimento adicional foi utilizado.
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Figura 4. Holothuria grisea, espécie de pepino-do-mar comum em todo o litoral brasileiro.
Caracterizada por uma parede do corpo espessa, com presenga de pequenas verrugas e pés
ambulacrais concentrados na regiao ventral. Geralmente € encontrada na regido entre-marés,

entre pedras e enterrada no sedimento (Foto: Patricia Lacouth).

2. Lesao

Para acompanhar o processo de cicatrizacdo, 40 organismos foram
anestesiados por imersao em uma de solugédo MgCl, 7,5% até que estivessem
completamente relaxados, de modo a evitar a evisceragdo. Uma incisdo
longitudinal com 2 cm foi realizada com bisturi na lateral do corpo préximo ao
anus em 35 organismos, perfurando as camadas até atingir a cavidade

celomatica (Fig. 5A). Apos a lesao, a regiao foi marcada com duas gotas de
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Fucsina de Ziehl (Martoja & Martoja 1967), para posterior localizagao da area, e
0os animais foram retornados aos tanques com agua do mar corrente. A
cicatrizacdo foi acompanhada externamente e em cortes histolégicos por 30
dias nos seguintes intervalos de tempo: 12 horas, 1, 2, 4, 10, 15 e 30 dias apos
a lesdo. A cada intervalo de tempo, cinco animais eram retirados dos tanques e
secOes transversais da parede do corpo (2 cm?), contendo a regido em
regeneragao (Fig. 5B) eram coletadas. Os cinco individuos restantes foram

usados como controle.

— Cuticula
* Epiderme

Cavidade
Celomatica

— Derme

‘ — Musculo longitudinal

* Lesdo

Figura 5. (A) Desenho esquematico mostrando a regiao onde foi realizada a lesdo (B, C) Esquema de um

corte transversal de H. grisea mostrando a organizac&o dos tecidos da parede do corpo.
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3. Histologia

As amostras de tecido foram fixadas por 24h em glutaraldeido 2,5%
diluido em agua do mar filtrada (0,22 um) e posteriormente descalcificadas com
EDTA 5% diluido em agua do mar artificial livre de célcio e magnésio (NaCl
460mM, Na,SOs 7mM, KCI 10mM, HEPES 10mM, pH 8,2 - Dunham &
Weissmann 1986. Filtrada em 0,22 pm). Feito isso, os tecidos foram
desidratados na seguinte série de etanol, diluido em agua destilada: 50% (30
min.), 70% (30 min.), 90% (30 min.) e 100% (30 min). Posteriormente as
amostras foram clarificadas com Xilol e Etanol (1:1) (30 min.) e Xilol 100% (30
min., duas vezes). Em seguida foram imersas para inclusdo em Paraplast
(SIGMA) fundido, por 12 horas em estufa a 60°C. Apoés a inclusdo, as amostras
foram emblocadas e secas a temperatura ambiente e os blocos contendo a
amostra foram montados nos suportes. Os cortes foram realizados em
micrétomo manual, com espessura de 7 um. As fitas com os cortes foram
colocadas em laminas preparadas com uma fina camada de albumina e
desparafinizadas com Xilol 100% (40 min., duas vezes). Apos hidratacdo em
um série gradativa de etanol, diluido em agua destilada: 100% (30 min.), 90%
(30 min.), 70% (30 min.) e 50% (30 min.) o material foi corado com Tricromo de
Mallory ou Azul de Toluidina 0,1% (Martoja & Martoja 1967, Behmer et al.

1976).
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4. Contagem das células no tecido

As células presentes na regido da lesao foram quantificadas dentro do
campo de visdo do microscoépio (Nikon E200) usando uma objetiva de imersao
(100x). Foram analisados apenas os cortes corados com Tricromo de Mallory,
que permitia uma melhor diferenciacdo dos tipos celulares nos tecidos. Para a
contagem foram utilizados cortes histolégicos de cinco individuos lesionados
para cada estagio de regeneracao (12 horas, 2, 4, 10, 15 e 30 dias). Contagens
efetuadas em outros cinco individuos néo lesionados foram utilizadas como
controle. De cada individuo foram escolhidos trés cortes histolégicos aleatorios
dentro daqueles que estivessem em boas condigdes e possuissem todas as
camadas de tecidos. Em cada um foram amostrados seis campos, sendo uma
a esquerda e outro a direita da borda do canal da lesdo em cada regido da
derme (derme superficial, derme central e hipoderme) (Fig. 6). Os dois campos
de cada regidao da derme foram somados, e as analises estatisticas foram
feitas através do teste 2way ANOVA utilizando o GraphPad Prism . Os
resultados foram expressos em médias e desvios padrdo dos numeros
absolutos de células, e os dados foram plotados em graficos de dispersdo com

linhas suavizadas usando a rotina interna do programa Microsoft Excel.
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CicatrizagSo
Controle 1
T. Mzllory,

Figura 6. Esquema das regides onde as células foram quantificadas. (A) Lamina contendo
os cortes histologicos seriados. (B) Regides da parede corporal usadas para as contagens

de células.

5. Coleta do liquido celomatico

Para coletar as células do liquido celomatico 50 animais, adicionais aos
que foram utilizados para o acompanhamento da lesao, foram anestesiados
com MgCl, 7,5% como descrito anteriormente. Depois de anestesiados, uma
pequena incisao foi feita com auxilio de um bisturi na regido dorsal, por onde foi
inserida uma canula. O fluido foi colhido com a ajuda de compressdes no corpo
do animal e misturado com uma solugdo anticoagulante 1:1 (0,02 M EDTA,
0,34 M NaCl, 0,019 M KCl, 0,068 M Tris-HCI, pH 8,2 - Xing & Chia 2000). Parte

das amostras colhidas foi utilizada na caracterizagao dos esferuldcitos e o

33



Materiais e Meétodos

restante congelado a -20°C para as analises quimicas. Apos a coleta do liquido

celomatico os organismos foram retornados ao mar.

6. Caracterizagcdo dos esferuldcitos

As células presentes no liquido celomatico foram visualizadas por meio
de citocentrifugados, usando amostras de liquido celomatico de 10 individuos.
Para os citocentrifugados, a densidade da suspensao foi verificada em uma
camara de Neubauer, ajustada para 5 x 10° células por ml, usando a solugéo
anticoagulante e passada para laminas em uma citocentrifuga (100 pl por pogo
— 270 x g / 5 min - Citospin 248. FANEM). Feito isso, as laminas foram fixadas
em vapor de formol por 45 min, coradas com Tricromo de Mallory ou Azul de
Toluidina 0,1%. A identificacdo dos tipos celulares foi baseada nas descrigbes
existentes na literatura (e.g. Hyman 1955, Hetzel 1963, Smiley 1994, Endean

1966, Xing et al. 2008).

6.1 Microscopia eletrénica de transmissao

Para visualizacdo dos esferulécitos em microscopia eletronica de
transmissao, as células coletadas do liquido celomatico foram fixadas por 24h
em glutaraldeido 2,5%. Apds a fixagdo, a suspensao celular foi incluida em
Agar (SIGMA) seguindo protocolos adaptados de Dykstra (1993) e Taupin
(2008). Para isso, as células fixadas foram centrifugadas (180 x g / 5 min.) e
ressuspendidas com a mesma solugao anticoagulante citada anteriormente,
para retirar o fixador. A suspensao foi novamente centrifugada e ressuspendida

em uma solugcao de agar dissolvido em agua destilada a 30°C, e passada
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rapidamente para Eppendorfs, que foram submetidos a centrifugagcao por 1 min
a 12.000 x g. Feito isto, os tubos foram mantidos a 4°C até que o agar
solidificasse. Posteriormente, os blocos foram retirados dos tubos e os pellets
contendo as células foram cortados. Estes foram deixados por 24h a 20°C em
uma mistura de tampéo Cacodilato de Sdodio 0,4 M e agua do mar (4:5), sendo
depois rinsados com o mesmo tampao e pds-fixados em Tetroxido de Osmio
2% em agua do mar (30 min. a 20°C). Para a microscopia, os pellets foram
desidratados em uma série gradativa de etanol (50, 70, 90 € 100%, 30 min. em
cada) e embebidos em resina (Embed-812, EMS). Os blocos foram entéo
cortados em ultramicrétomo (Ultratome NOVA, LKB) e as se¢des observadas

em microscopio de transmissdo EM 900 (ZEISS).

7. Separacgao das populagées de esferulocitos

Para isolar as diferentes populagdes de esferulécitos dos outros
celomacitos, foi desenvolvido um método de separacgao através da interacao
das células com granulos tipo gel de resina de troca ibnica fortemente basica
(Amberlite IRA-400AR. SIGMA).

As células foram coletadas do liquido celomatico como descrito
anteriormente, misturadas com a solugdo anticoagulante (1:1) e fixadas com
glutaraldeido 2,5%, por 24 horas a 4°C. Posteriormente as células foram
centrifugadas (180 x g / 10 min), o sobrenadante descartado e o pellet
ressuspendido com agua Milli-Q. Este processo foi realizado duas vezes para a

retirada do excesso de fixador.
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A concentracdo de células foi ajustada para 1,5x10° células/ml e 2 ml da
suspensao foram adicionados a 5 g de granulos de resina, sendo mantidos em
um agitador orbital sob agitagdo constante por 60 minutos. Apds este periodo,
esperou-se que a resina decantasse e o sobrenadante foi recolhido (Fragao 1 -
contendo as células que nédo se ligaram a resina). Em seguida, foi
acrescentado 2 ml de agua Milli-Q a resina, que foi deixada sob agitagdo por
mais 10 minutos, sendo o sobrenadante recolhido e somado a Fragcdo 1. Em
seguida foram adicionados 2 ml de uma solugédo de NaCl 0,5 M a mesma
resina, que foi mantida sob agitagado por mais 60 minutos (Fragao 2 - contendo
células mais fracamente ligadas a resina). O sobrenadante foi coletado e mais
2 ml de agua Milli-Q foram acrescentados, deixado sob agitagao por outros 10
min., sendo o sobrenadante coletado e somado a Fracado 2. Por ultimo, foram
adicionados 2 ml de uma solugcdo de NaCl 2 M a mesma resina, que foi
mantida sob agitagao por 60 minutos. O sobrenadante foi recolhido (Fragéo 3 -
células mais fortemente ligadas a resina), a resina lavada com 2 ml de agua
Milli-Q e o sobrenadante coletado e somado a Fragcdo 3. As fragbes foram
centrifugadas e as células ressuspendidas em agua Milli-Q para retirada do sal,

sendo mantidas a -20°C até as analises.

8. Analise das inclusées dos esferulocitos

Cada série de fragdes obtida da separacado por troca ibnica, contendo
células coletadas de 40 organismos, foi reunida. Para obteng¢ao do lisado, as
células foram centrifugadas (400 x g / 10 min). Os pellets foram drenados e sua

massa obtida por diferenca de peso com Eppendorfs pré-pesados. Os pellets
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foram ressuspendidos em um tampao composto por PMSF 5mM, Tris-HCI 5Mm
e Triton 0,015% em agua Milli-Q (pH 7,8) e sonicados por 3 min. (Virsonic
M475. VIRTIS). Restos celulares e componentes insoluveis foram removidos
do extrato por centrifugacao (5 min. a 12.000 x g). O sobrenadante foi recolhido
e filtrado com membranas Centricon YM-30 e YM-10 (MILLIPORE),
centrifugando por 30 min a 1610 x g. Apos esta filtragdo as amostras de cada
série de fragdes celulares ficaram divididas em: (1) moléculas maiores que 30
kDa; (2) moléculas maiores que 10 kDa e menores que 30 kDa e (3) moléculas
menores que 10 kDa.

Os filtrados foram liofilizados e ressuspendidos em agua Milli-Q (1pl/ug).
Para quantificacdo do material liofilizado os tubos foram pré-pesados e apés a
liofilizacdo pesados novamente, calculada a diferenca. As amostras foram
analisadas por LC-MS (Liquid Chromatography - Mass Spectrometry) nos
equipamentos da Central Analitica - IQ/USP (MicroTOF. BRUKER
DALTONICS). As amostras foram injetadas em um HPLC com coluna analitica
C-18 de fase reversa (4,6 x 250 mm, 5 mm; VYDAC) e eluidas usando um
gradiente linear de 0 até 100% do solvente "B", com fluxo de 1 ml/min durante
60 min. O solvente "B" era composto de acetonitrila, e o solvente "A" por agua
Milli-Q. Os componentes foram detectados pelo monitoramento em UV 214,

254 e 280 nm, e passados ao espectrometro de massa.
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1. Cicatrizagcao

Em condigdes normais a parede do corpo de Holothuria grisea é
constituida por uma cuticula fina e estruturada, uma epiderme caracterizada
por um epitélio pseudo-estratificado e pela derme. A derme constitui a maior
parte da parede do corpo e esta dividida em trés regides: (1) derme superficial,
(2) derme central e (3) hipoderme. Estas regides sdo pouco celularizadas,
sendo observadas apenas algumas células dispersas no tecido conjuntivo que,
aparentemente, ndo mantém um contato intercelular direto (Figura 7A e B).

A derme superficial esta localizada logo abaixo da epiderme, é
caracterizada pela presencga de tecido conjuntivo frouxo. Este & constituido por
uma grande quantidade de matriz extracelular, fiboras de colageno e fibras
elasticas, além das células do tecido conjuntivo. Ja a derme central é formada
por tecido conjuntivo denso ndo modelado, composto por fibras de colageno
espessas, onduladas e arranjadas irregularmente. A hipoderme possui
organizagédo semelhante a derme superficial e esta em contato com a cavidade
celomatica.

Entre as células do tecido conjuntivo normal foram identificados quatro
tipos celulares principais:

1) Fibroblastos: células pequenas e fusiformes, caracterizados por um

nucleo esférico e acidofilo, geralmente sdo observados com extensdes a

partir do citoplasma.
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2)

cama

Amebdcitos fagociticos: sdo células esféricas, com citoplasma hialino e
aciddfilo, as vezes possuindo alguns granulos. Possuem um nucleo
esférico e acidofilo, localizado perifericamente.

Esferulécitos |: caracterizados por possuirem o citoplasma
completamente preenchido por um grande numero de esférulas
aciddfilas, que coram fortemente com a Fucsina Acida presente no
Tricromo de Mallory. O nucleo é periférico, mas por vezes € mascarado
pelas vesiculas (Fig. 7C).

Esferulécitos II: morfologicamente semelhantes aos anteriores, mas com
inclusdes que possuem grande afinidade pelo Azul de Metila e/ou Verde
Luz do Tricromo de Mallory, e coram em metacromasia com o Azul de

Toluidina (Fig. 7C).

Em animais ndo lesionados, os fibroblastos sdo as células mais

abundantes no tecido conjuntivo, principalmente na derme superficial (19,5
16,4), seguidos dos amebdcitos (4,7 +1,6) e esferulécitos Il (2,3 £1,5). A derme
central possui a menor densidade de células, sendo encontrados fibroblastos e
os dois tipos de esferuldcitos. Ja na hipoderme, os esferuldcitos Il sdo os mais
abundantes (8,8 +£5,1) seguidos pelos esferuldcitos | (3,0 £3,4). Fibroblastos e
amebdcitos ndo foram observados nesta regido. As variagbes do numero de
células podem ser melhor observadas nos graficos representados nas figuras

12,13 e 14.

Apods a lesdo, a partir de uma visdo macroscopica, observou-se que as

das superficiais da ferida se reaproximam através de uma reacao de
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contragao localizada do organismo. Porém, o corte pode ser faciimente aberto
com uma pequena pressao na regiao. Doze horas depois se observou retragao
do tecido epitelial e da derme superficial, estreitando ainda mais a abertura da
ferida (Fig. 7D). Nao foi observado o extravasamento ou secrecgao de liquidos,
nem a formacdo de coagulos. No entanto, esferuldcitos |I, amebdcitos e
fibroblastos foram observados livres dentro do canal da lesdo (Figs. 7E e F).
Nesta fase, o numero de fibroblastos, na regido da derme superficial se reduz
significativamente, atingindo menos da metade da quantidade observada no
controle (6,5 +2,9 versus 19.5+6.4) (Fig. 12). Amebdcitos sdo encontrados
principalmente na derme superficial. Apds a lesdo, sua quantidade diminui
nesta regido mas nas primeiras horas sdo observados na hipoderme. Na derme
central ndo ocorrem mudangas significativas no numero de células, enquanto

qgue na hipoderme a densidade de esferulécitos Il duplica (18,6 +6,3) (Fig. 14).
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Figura 7. Fotomicrografias da parede do corpo de H. grisea, (Tricromo de Mallory). (A) Visdo

geral mostrando epiderme, derme superficial e derme central em condi¢gdes normais. (B) Detalhe
da epiderme e da derme superficial em condigbes normais, onde se observa a presenca de
amebdcitos e fibroblastos. (C) Detalhe da hipoderme em condi¢gdes normais, com presenga de
esferuldcitos | e Il. (D) Visdo geral da area 12h apds a lesdo, mostrando o canal formado. (E)
Canal da lesdo apds 12h, sendo invadido por celomdcitos. (F) Esferulécitos tipo Il e fibroblastos
entrando no canal da lesao com 12h. (ds: derme superficial; dc: derme central; ep: epiderme; fib:

fibroblastos; amb: amebdcito; esfl: esferulécito [; esfll; esferuldcito II; *: canal da leséo).
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Vinte e quatro horas apds a lesao, as faces da ferida se encontram bem
proximas, principalmente na regido mais superficial (Fig. 8A). Na regido da
epiderme e derme superficial € observada necrose e degeneragao da matriz
extracelular. Esferuldcitos 1l s&o observados intercalados com as células
epiteliais (Fig. 8B). Estes, sendo duas vezes mais numerosos do que na etapa
anterior (13,9 #4,7) (Fig. 12). Outros tipos celulares, principalmente
esferulécitos 1l e fibroblastos provavelmente provenientes do liquido
celomatico, invadem e se acumulam dentro do canal da lesdo (Fig. 8C).
Amebdcitos sdo observados na hipoderme (3,9 +1,1) e ndo mais somente na
derme superficial (Figs. 12 e 14).

Dois dias apds a lesdo, as faces da ferida estdo proximas e ha uma
marcada desorganizacdo do epitélio e da derme superficial, onde sao
observados amebdcitos, esferulocitos | e restos celulares. No canal da lesdo e
na hipoderme, é observado um grande numero de esferuldcitos Il e fibroblastos
(Fig. 8E e F) (Fig. 14). Finas fibras de colageno sao formadas e iniciam o
fechamento da lesdo a partir da regido da derme central. Trata-se da fase onde
€ encontrado o maior numero de fibroblastos nas regides da derme superficial
e central (22 12,4 e 11,8 16,2) (Figs. 13 e 14). Amebdcitos sdo detectados

apenas na derme central (5,1 £1,0) e ndo mais na hipoderme (Fig. 13).

43



Resultados

N\ B
N

R 55
RN

%
N RN

Figura 8. Fotomicrografias da parede do corpo de H. grisea. (A) Visédo geral da area apés um dia.
(B) Detalhe da degeneracdo da area epiderme e derme superficial apés um dia, ha a presenga de
esferulécitos Il nesta area. (C) Canal da lesdo apds um dia preenchido por celomécitos. (D) Visao geral
da area ap6s dois dias, mostrando uma area de degeneragdo na epiderme e derme superficial. (E)
Esferuldcitos 1l na hipoderme dois dias apds a lesdo (Azul de Toluidina). (F) Canal da lesdo apos dois
dias, observam-se novas fibras de colageno. (fib: fibroblastos; esfl: esferuldcito |I; esfll; esferuldcito 11 *:

canal da lesao).
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oiQuatro dias apds a lesdo, macroscopicamente, ndo permanecem
sinais da regido afetada na superficie corpérea do pepino do mar. As faces da
ferida, nas regides da hipoderme e derme central, se encontram unidas (Fig.
9A). Porém, uma area de desorganizagdao da epiderme e derme superficial
ainda é visivel (Fig. 9B). O canal da lesdo na regidao da derme central e da
hipoderme esta fechado por uma grande quantidade de fibras de colageno. No
entanto, estas fibras estdo organizadas perpendicularmente as fibras da derme
central (Fig. 9C). Desta forma, o local onde a lesdo ocorreu permanece ainda
bem distinto internamente. Neste periodo ha aumento significativo dos
esferulocitos | na derme superficial e na central (9,5 2,4 e 9,3 1,7,
respectivamente). Nota-se também o aumento significativo do numero de
fibroblastos na derme central (11,8 £6,2) (Figs. 12 e 13). Amebdcitos participam
do processo até o quarto dia. Apos este periodo sdo encontrados apenas na
derme superficial, como ocorre nos tecidos dos organismos em condi¢des

normais (Fig. 12).
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Figura 9. Fotomicrografias da parede do corpo de H. grisea, quatro dias apds a lesdo, coradas com

Tricromo de Mallory. (A) Visdo geral da cicatrizacdo da ferida. (B) Epitélio e derme superficial
degenerados. (C) Novas fibras de colageno preenchendo o canal da lesdo. (D) Esferulécitos | e Il na

hipoderme (esfl: esferuldcito I; esfll: esferulécito 1l; *: canal da les&o).

Dez dias apdés a lesdo, uma nova camada de células epidérmicas €&
formada, mas a derme superficial continua com suas fibras desorganizadas e
se confundindo com a derme central (Fig. 10A e B). Nesta fase, as novas fibras
que preenchem o canal da lesdo sdo semelhantes as fibras de tecidos normais.
Um grande numero de restos celulares e particulas livres, com as mesmas
caracteristicas das esférulas contidas nos esferulécitos |, sdo observadas no

canal da lesao (Fig. 10C). Apenas alguns esferulécitos | intactos séo vistos.
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Fibroblastos estao restritos a derme superficial, em quantidades semelhantes
as dos animais em condi¢des normais (19,7 £3,5). Na hipoderme, o numero de
esferuldcitos Il duplica em relagao ao estagio anterior (8,6 +1,6) (Fig. 14).

No décimo quinto dia ja é possivel observar uma diferenciagdo entre
derme superficial e central (Fig. 10D e E), e o canal da lesdo ja esta
completamente preenchido por fibras de colageno (Fig. 10F). Depois deste
periodo, ndo ha alteragdes significativas no numero de células e na organizagao
dos tecidos em relagdo ao observado no trigésimo dia apdés a lesdo. Nesta
observagdo final, a regido lesionada ja se encontra completamente
reestruturada (Fig. 11). Os tecidos estao visivelmente diferenciados, mesmo que
ainda seja possivel notar onde a lesdo foi induzida, pelo desarranjo das fibras
da matriz extracelular. A quantidade de fibroblastos e amebdcitos € semelhante
daquelas encontradas no animal controle. Porém, o numero de esferuldcitos | e
Il continua maior do que nos tecidos em condi¢gdes normais (7,1+1,7 e 12,7134,
respectivamente) (Figs. 12 — 14). Durante todos os eventos de cicatrizagao, nao
foram observadas células em divisdo ou aumento no numero de agregados de

células proximos a lesao.
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Figura 10. Fotomicrografias do processo de cicatrizagdo em H. grisea 10 dias (A - C) e 15 dias

(D - F) apos a lesao. (A) Visao geral da regido lesionada 10 dias depois da leséo. (B) Detalhe da
formacao de uma nova camada de células epiteliais. (C) Detalhe da presenca de fibras de
colageno orientadas perpendicularmente as fibras antigas. (D) Vis&do geral da regido lesionada 15
dias apos a lesdo. (E) Reorganizagdo do epitélio e da derme superficial. (F) Canal da lesdo

completamente fechado pelas fibras de colageno. (ep: epiderme; *: canal da leséo).
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Figura 11. Fotomicrografia da parede do corpo de H. grisea, 30 dias apds a lesdo. Ainda é

possivel perceber onde a leséo foi realizada, porém todos os tecidos que compde a regido
estdo reestruturados na area da ferida.( ep: epiderme; ds: derme superficial; dc:derme central;

hip: hipoderme; *: Canal da les&o).
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Figura 12. Grafico da dinamica das populagdes de fibroblastos, amebécitos e esferuldcitos | e Il na derme superficial ao longo dos 30 dias apoés a

lesdo. (p <0,0001)
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Figura 13. Grafico da dinamica das populagées de fibroblastos, amebécitos e esferulocitos | e Il na derme central ao longo dos 30 dias apos a lesao.

(p < 0,0001)
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2. Caracterizacao Morfoloégica e Citoquimica dos Esferuldcitos

No fluido celdbmico de H. grisea foram observados dois morfotipos de
células contendo vacuolos no seu citoplasma, que diferem quanto ao conteudo.
Estas sdo semelhantes as encontradas entre as fibras de colageno do tecido
conjuntivo destes animais.

A primeira populagéo de células (esferuldcito tipo | - Figs. 15A e B) esta
presente no fluido celomatico em uma concentragdo de 2 x 10* células/ml. S3o
ovoides (8 ym de diametro) e com o citoplasma preenchido por esférulas de
tamanho e conteudo homogéneos (0,5 um). Em todas as células deste tipo as
esférulas possuem forte afinidade pela Fucsina Acida presente no Tricromo de
Mallory, mas ndo pelo Azul de Toluidina. O nucleo é esférico, de tamanho
grande em relagdo ao citoplasma (4 pm) e geralmente esta colocado
perifericamente, devido a grande quantidade de esférulas no citoplasma. Em
MET observa-se que o citoplasma é totalmente preenchido pelas esférulas, que
s&o homogéneas e eletrodensas (Fig. 17).

A segunda populacéo de células (esferulécito tipo IlI) é a mais abundante
no liquido celomatico, com uma concentracéo de 3,75 x 10* células/ml. Tem
uma morfologia geral semelhante ao tipo |, sendo esféricas (8-16 ym) e com
esférulas preenchendo todo o citoplasma (0,4 - 1,0 um). O nucleo é pequeno
(0,5 - 0,8 um), e por vezes obscurecido pelas esférulas. Foram observadas
células em diferentes estagios morfolégicos, evidenciados por variagdes
continuas no tamanho, intensidade e afinidade da coloragdo das suas

esférulas, tanto com Tricromo de Mallory como com Azul de Toluidina (Fig. 16).
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A partir das alteragdes nestas caracteristicas e principalmente pela relagdo de
tamanho, foi montada uma possivel sequéncia de diferenciacdo destas células.

O tipo celular considerado como o estagio inicial consiste de células
esféricas (8 pm), com esférulas densas (0,5 um) que preenchem todo o
citoplasma e conferem uma aparéncia de moérula. Neste estagio suas esférulas
mostram forte metacromasia com o Azul de Toluidina e coram igualmente com
o Azul de Metila e o Verde Luz constituintes do Tricromo de Mallory (Fig. 16A e
E). Nesta ultima coloragao, em cada uma das esférulas é possivel notar uma
regido periférica estreita de coloragédo mais clara ao redor de um nucleo central
mais denso.

A medida que a diferenciacdo prossegue, as esférulas aumentaram de
tamanho, basicamente pelo aumento desta regido periférica, e passam a
apresentar as duas regides destacadas. Com Tricromo de Mallory a porgéo
central cora intensamente, mas n&o reage com o Azul de Toluidina. Por outro
lado, a camada periférica ndo cora com o Tricromo de Mallory e apresenta forte
metacromasia com o Azul de Toluidina (Fig. 16B e F).

Numa etapa posterior, 0 tamanho das esférulas é maior e dentro destas
observam-se pequenos granulos dispersos, como se a porgao central densa
estivesse fragmentada. Estes granulos coram com o Azul de Metila/Verde Luz
do Tricromo de Mallory, mas ndo com o Azul de Toluidina (Fig. 16C e G). O
oposto ocorre com o restante do conteudo da esférula, que ndo ocupa mais
apenas a posicao periférica, € mostra metacromasia com o Azul de Toluidina.

O estagio considerado como final da diferenciagéo é caracterizado por

células com didmetro maior (16 um) e esférulas também maiores (4 pm)

54



Resultados

preenchendo todo o citoplasma. Observa-se que uma mesma célula apresenta
esférulas que coram em intensidades diferentes e apresentam granulos
menores e em maior quantidade. Uma constatacdo adicional é a aparente
alteracao da afinidade pelo Azul de Metila e Verde Luz do Tricromo de Mallory,
verificada nas esférulas ao longo do processo. Enquanto que no estagio inicial
estes aparentam ter afinidades semelhantes aos dois compostos, nos estagios
finais a afinidade pelo Azul de Metila passa a ser claramente maior (Fig. 16D e
H). Em microscopia eletrénica de transmissao observa-se que as esférulas, do
que consideramos como estagio final, ndo sdo eletrodensas e homogéneas
como as dos esferulécitos |, e tem um arranjo estrutural complexo e conteudo

variado (Fig. 17B).

Figura 15. Esferuldcitos tipo | de H. grisea. (A) Corado com Tricromo de Mallory e (B) Azul de

Toluidina. n: nucleo (Escala: 2 ym).
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Figura 16. Esferuldcitos tipo Il de H. grisea em diferentes estagios de diferenciagdo. (A-D) Corados com Tricromo de Mallory e (E-H) corados com Azul de

Toluidina. n: nucleo (Escala: 2 pm).
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Figura 17. Fotos de microscopia eletrénica de transmissao dos esferuldcitos encontrados
no liquido celomatico de H. grisea. (A) Esferulécito I. (B) Esferuldcito 1l. n: nucleo. (Escala:

2 um).
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3. Separacao dos esferuldcitos com resina de troca aniénica

Observou-se que a maioria dos celomécitos se associa rapidamente aos
granulos de resina (Fig. 18A e B). Inicialmente, diferentes concentragdes de
NaCl (de 0,1 a 4 M) foram testadas para verificar o perfil de liberacdo das
células da resina. A primeira fragao coletada foi constituida por células sem
afinidade, e nela foi observada a presenca majoritaria de esferuldcitos tipo |
(Fig. 19A). A segunda fracao foi coletada apds a lavagem da resina com NaCl
0,5 M. Nesta fracdo foram observados principalmente esferuldcitos tipo I
menores, que representam o estagio inicial de diferenciacdo deste tipo celular
(v. Fig. 16A e E). Ja a solucdo com NaCl 2M retirou os esferuldcitos tipo |l
maiores, ou mais diferenciados, que ainda estavam ligados a resina (Fig. 19B).
Todos os demais tipos celulares observados no liquido celomatico de H. grisea,
como amebadcitos e células progenitoras, permaneceram ligados aos granulos,

e nao foram recuperados com as concentragdes de NaCl utilizadas.
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Figura 18. Foto em microscopia de luz mostrando celomécitos ligados aos granulos de resina

(seta branca)
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Figura 19. Foto em microscopia de luz de citocentrifugados feitos com as fragdes coletadas,
apos a separagao das células em resina de troca anibnica, e corados com Tricromo de Mallory.
(A) Fragao 1 contendo os esferuldcitos | indicados pelas setas brancas. (B) Fragéo 3 contendo

os esferulécitos Il apontados pelas setas pretas.

60



Resultados

4. Caracterizagcdo quimica do conteudo dos esferuldcitos

Devido a caracteristica abrangente do método utilizado para fracionar o
material celular, as amostras foram constituidas por moléculas hidrossoluveis
do mesmo tamanho de exclusdo, porém pertencentes a grupos quimicos
diferentes. Desta forma, os perfis cromatograficos obtidos do HPLC
apresentam similaridade entre eles. A maioria das substancias se concentra na
area mais hidrofébica da eluicdo, no intervalo dos 20 aos 40 min, com um
pequeno grupo de substancias hidrofilicas no minuto 50 (Fig. 20 - 22). Isto &
claramente observado nas amostras obtidas do extrato das células totais, e
ocorre porque as substancias mais abundantes sdo mais representativas
devido a proporcao do numero de células.

No entanto, a comparacdo das analises de espectometria de massa do
conteudo dos vacuolos dos esferulécitos | e Il mostram que existem
substancias que ocorrem exclusivamente em cada uma das populagdes de
esferulocitos (Figs. 23 e 24). Nos extratos das duas populagbes de
esferulécitos foram observados cinco picos principais. No tipo Il, os dois
primeiros picos sdo menos hidrofobicos, com o primeiro mais concentrado
dentro da amostra, diferentemente do tipo |, que possui picos hidrofobicos mais
concentrados.

Comparado os perfis podemos perceber que a populagao de esferulécitos |l
contribui com uma maior concentracido das substancias hidrofilicas. Assim,
tanto nas amostras maiores que 30 kDa como no intervalo de 10-30 kDa,

observamos que as substancias presentes no primeiro e ultimo pico exibem
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maior concentragcdo. As outras substancias presentes nas amostras
permanecem sem diferenca entre esferuldcitos | e I, indicando que podem ser
constitutivas das células e ndo produto de uma funcido especifica. As
substancias menores que 10 kDa ndao apresentam diferencgas evidentes com o
total ou entre as subpopulagbes celulares, podendo significar que estas
também sao espécies quimicas constitutivas do tipo celular e ndo da sua

funcao.
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Extrato Populagao Total — Amostra maior que 30kDa
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Figura 20. Perfis obtidos no HPLC dos extratos com substancias de massa maior que 30kDa.
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Extrato Populagao Total — Amostra entre 10kDa e 30kDa
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Figura 21. Perfis obtidos no HPLC dos extratos com substancias de massa entre 10kDa e 30kDa.
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Extrato Populagao Total — Amostra menor que 10kDa
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Figura 22. Perfis obtidos no HPLC dos extratos com substancias de massa menor que 10kDa.
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A comparagao das analises de espectometria de massas do conteudo
dos vacuolos dos esferulécitos | e Il mostram que existem substancias que
ocorrem exclusivamente em cada uma das populag¢des de esferuldcitos (Figs.
23 e 24). Tal observagado confirma os diferentes conteudos observados em

microscopia otica.
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Figura 23. Espectometria de massas do conteudo dos esferulécitos |, mostrando as substancias que ocorrem exclusivamente nesta

populagéo de células (setas vermelhas).
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Figura 24. Espectometria de massas do conteudo dos esferulécitos Il, mostrando as substancias que ocorrem exclusivamente nesta populacgédo de

células (setas azuis)
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A composicao dos tecidos dérmicos segue um padrao geral em todos os
metazoarios, dos mais basais aos mais derivados. Sdo compostos por
moléculas de colageno agregadas em fibrilas fusiformes bipolares que
possuem proteoglicanos associados em sua superficie (Trotter et al. 1995,
1998). Feixes paralelos dessas fibrilas constituem estruturas maiores que sao
as fibras de colageno, um componente considerado basico na aquisigdo e
desenvolvimento da  multicelularidade  (Tettamanti et al.  2004).
Complementando essa estrutura, também é encontrada uma extensa rede de
microfibrilas ndo colagenas que permeiam a derme, e que podem ser
responsaveis pelas diferentes propriedades mecanicas destes tecidos
(Thurmond & Trotter 1996). Este conjunto de componentes desempenha um
papel fundamental na modulacao de varias fungdes celulares incluindo adesao,
migracgéao, crescimento e diferenciacédo (Tettamanti et al. 2004). Além disso, as
fibras de colageno também estdo envolvidas em outros processos, como a
estabilizacdo da forma dos tecidos, sendo produzidas durante o
desenvolvimento dos organismos e regeneracao (Badylak 2002).

A classe Holothuroidea possui espécies de variadas formas e tamanhos,
com a parede do corpo com caracteristicas diferentes. Animais da familia
Synaptiidae e Chiridotiidae, por exemplo, possuem parede do corpo fina e com
grande quantidade de ossiculos. Por outro lado, organismos das familias
Stichopodiidae e Holothuriidae possuem parede do corpo espessa e com
poucos ossiculos (Hyman 1955). Apesar das diferengas, todas sdo capazes de
reparar danos de forma rapida e eficiente, e por vezes pouco usual. Por

exemplo, sinaptideos possuem a capacidade de auto-suturar feridas na parede
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do corpo através da reorganizacdao de ossiculos em forma de &ancora
(Fankboner 1978).

Na maioria dos animais multicelulares, a cicatrizacdo geralmente é
subdividida em quatro fases: coagulagdo, inflamagdo, migracdo e/ou
proliferacdo, e remodelagem. Em vertebrados e mesmo em outros grupos de
invertebrados celomados (e.g. moluscos e artropodes) um trauma ou irritagao €
seguido por uma resposta celular exudativa rapida, formando um coagulo
(Fontaine 1973, Acosta-Salmon & Southgate2005, Gurtner et al. 2008). Desta
forma, ocorre o isolamento do meio interno sem o gasto de tempo necessario
para o0 recrutamento e atuacdo de mecanismos celulares no local.
Posteriormente, ocorre uma marcada proliferacdo celular na area da lesao,
dando inicio ao processo de cicatrizagdo (Martin 1997).

Em Holothuria grisea esta resposta inicial ndo € observada. Inicialmente,
€ verificada uma invasao de células provenientes do fluido celomatico, mas em
baixa densidade. Aparentemente, isto € causado apenas pelo extravasamento
de pequenas quantidades de fluido apés o corte, e ndo representa um
processo direcionado.

Os eventos celulares e teciduais que ocorrem durante a cicatrizagao em
H. grisea estdo resumidos na Figura 25, como a migragcdao de células,
fiborogénese e aumento na populagcdo de esferuldcitos sdo similares aos
realizados durante a cicatrizagdo em outras espécies da mesma ordem (Tabela
1). A primeira reagdo observada, logo apds a lesdo, foi a contragcéo rapida e
enrijecimento da parede corporal na area lesionada. Isto resultou no

fechamento, por pressao, da porcdo mais externa da area cortada. Esta reagao
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substitui funcionalmente a formacgao de um coagulo, evitando a perda de fluidos

e invasao de patégenos. Essa rapida contragdo ocorre devido a presenga do

tecido conjuntivo mutavel que é capaz de mudar rapidamente as suas

propriedades mecanicas através de controle neural (Szulgit & Shadwick 2000,

Wilkie 2001). A presenca deste tecido é uma caracteristica peculiar dos

equinodermos. Em holoturias, a modificacdo reversivel das propriedades do

tecido € comumente utilizada para a manutencédo da postura e defesa contra

predadores sem grandes gastos de energia (Byrne 2001).

Figura 25 (préxima pagina). Desenho esquematico resumindo os principais eventos que
ocorreram durante o processo de cicatrizagao em H. grisea. (A) Organizagao da parede do
corpo antes da lesdo, mostrando a cuticula, a epiderme e as trés camadas que formam o
tecido conjuntivo (Ds: derme superficial, Dc :derme central, Hp: Hipoderme e Cc: cavidade
celébmica) e a distribuicdo dos tipos celulares. Os amebdcitos estéo restritos a regido da
derme superficial e esferuldcitos se concentram na hipoderme. (B) Parede do corpo 12
horas apds a lesdo. Ha uma rapida contragao da parede do corpo com participagdo do
tecido conjuntivo mutavel. Esta reacao fecha a ferida na parte mais externa, substituindo,
funcionalmente, a formagédo de coagulos. Isto evita a perda de fluidos e invasdo de
patdgenos. (C) Vinte e quatro horas apds a lesdo, ha uma contragdo da parede do corpo,
fechando a ferida. Amebdcitos ja sdo observados na hipoderme e derme central,
evidenciando sua possivel origem a partir do liquido celomatico, também é observada uma
zona de degeneracao (DZ) na regiao da epiderme e derme superficial, com participagéo
ativa dos amebdcitos fagociticos. Celomdcitos, principalmente esferulécitos |l, estdo
presentes no canal da lesdo. (D) Quatro dias apés a injuria j& ha a presenca de matriz
extracelular e fibras de colageno no canal da lesdo. Neste periodo o numero de
esferulécitos | aumenta e estes se distribuem nas trés camadas do tecido conjuntivo e na
lesdo. O numero de fibroblastos na derme superficial também aumenta. (E) No décimo dia
a epiderme foi reconstituida e o canal da lesdo selado com nova matriz extracelular e
fibras de colageno. No entanto, estas estdo organizadas perpendicularmente as fibras dos
tecidos normais, e nao € possivel observar a diferenciagdo entre as camadas do tecido

conjuntivo. Porém a ferida esta completamente cicatrizada.
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Tempo
apos a
lesdo

1h

6-8hr

1 dia

2 dias

3 dias

4 dias

6 dias

Tabela 1. Resumo dos eventos registrados durante o processo de cicatrizagdo em diferentes espécies de holoturias.

S. badionotus
Cowden, 1968

As camadas permanecem abertas

Camadas retraidas; canal preenchido
por um coagulo com células livres;

Degeneracao do colageno

Grande numero de fibroblastos ao longo
da ferida. Inicio da secrecdo de
colageno pelos fibroblastos

Fechamento da epiderme dos dois
lados

Fibrogénese avangada

T. briareus
Menton & Eisen, 1973

Células moérula comegam a se acumular
na hipoderme e também estdo
presentes na derme exposta pela ferida

Degranulagéo das células moérula

Grande quantidade de células morula
acumuladas na hipoderme

Migracao de células epiteliais

A ferida recoberta por
camada epitelial

uma nova

H. glaberrima
Miguel-Ruiz & Garcia-Arraras, 2007

Ferida permanece aberta; presenca de
fluido celémico e debris. Camada mais
interna da ferida possui tecido recém
formado. A vizinhanga da ferida é
infiltrada por um ndmero consideravel
de esferuldcitos (dois tipos)

Acumulo de matriz no canal da lesdo.

H. grisea
Presente trabalho

(12h) Ferida aberta, com leve retragao
da epiderme. Aumento do numero de
esferulécitos Il na hipoderme e derme
central.

Camadas retraidas; Canal da lesao
preenchido por células do liquido
celomatico; Degeneracéo da epiderme e
derme superficial. Aumento do ndmero
de fibroblatos.

Epiderme e derme superficial
degeneradas; Inicio da fibrogénese

Fibrogénese avangada. Grande
quantidade de esferuldcitos |.



(Continuagao) Tabela 1. Resumo dos eventos registrados durante o processo de cicatrizagdo em diferentes espécies de holoturias.

8 dias

10 dias

12 dias

15 dias

20 dias

28 dias

50 dias

Observacao de proliferagdo mitética das
células epiteliais

Fibrogénese completada

A area lesionada foi coberta por uma
camada contigua de células epiteliais e
cuticula. Inicio da cicatrizagdo da
derme. Pouco exudado ocupa o canal
da lesdo

As faces da derme se fundem, mas com
consideravel distor¢ao da sua
arquitetura normal

Apenas a derme superficial foi re-
estabelecida

Jungédo da derme

Re-estabelecimento da  arquitetura
tecidual se assemelhando ao tecido em
condi¢gbes normais

Restauragdo de todos os componentes
teciduais.

Fechamento da epiderme; Fibrogénese
completada. Quantidade de celomdcitos
retorna a niveis préximos do controle.

Diferenciagcdo da derme superficial e
central

(30 d) Restauragdo de todos os

componentes teciduais.
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As observagbes em H. grisea mostraram um rapido processo de
cicatrizagdo. Quatro dias ap6s a lesao a ferida ja estava selada com uma nova
camada de tecido conjuntivo, embora as regides da derme ainda nao
estivessem bem diferenciadas. Este rapido processo de cicatrizagdo € marcado
principalmente pelo aumento do numero de células no local. Estas tém origem
dos tecidos adjacentes e principalmente do fluido celomatico, migrando entre
os tecidos até atingir o local lesionado. Estudos tém mostrado, através da
marcagao do nucleo das células, que celomécitos estdo aptos a se movimentar
livremente entre os tecidos a partir da cavidade do corpo (Cowden 1968,
Ginanova 2007). Em H. grisea nao foram detectados indicios de divisdo celular,
via figuras mitdticas ou pela formacdo de massas proliferativas, e a regiao
adjacente parece estar envolvida apenas como via de passagem para o influxo
dos celomdcitos e células do tecido conjuntivo.

Em tecidos intactos de muitos equinodermos ha, geralmente, um baixo
nivel de proliferacdo celular. Este nivel aumenta consideravelmente apenas
durante a regeneracdo de musculos e dérgdos como arvores respiratorias,
gbnadas e intestino (Spirina & Dolmatov 2003). Isto reforga conclusbdes de que
0s processos de cicatrizagao e regeneracao sao diferenciados.

A parede do corpo de H. grisea possui basicamente quatro tipos
celulares dispersos entre as fibras, dos quais alguns tém fungcbes mais
claramente reconheciveis, viz. fibroblastos e amebdécitos. Os fibroblastos séo
0s mais numerosos, sendo descritos como idénticos morfologicamente e
funcionalmente aos fibroblastos de vertebrados (Hyman 1955, Menton & Eisen
1970, Gurtner et al. 2008). Sao classificados comumente como componentes

do tecido conjuntivo propriamente dito, sendo responsaveis por sintetizar e
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secretar continuamente proteoglicanos, glicoproteinas e moléculas precursoras
de varios tipos de colageno (Kierszenbaum 2008). Em diferentes grupos de
organismos, sao recrutados durante a cicatrizacdo para formar o esqueleto
basico de colageno para a recuperacao da matriz extracelular (Tettamanti et al.
2004).

Em equinodermos, sugere-se que os fibroblastos sejam responsaveis
pela maior parte da cicatrizagdo do tecido conjuntivo. Em S. badionotus foi
observado que participam da sintese de fibras de colageno no segundo dia
ap6s uma lesdo na parede do corpo (Cowden 1968). Em T. briareus, se
acumulam na regido lesionada, junto com esferuldcitos, e participam do
processo de fibrogénese (Menton & Eisen 1973). Em nenhum desses casos
foram observados em diviséo celular, indicando que essas células migram para
a area da injuria a partir de regides préximas. Em H. grisea, o rapido processo
de fibrogénese se deu aparentemente a partir da migragao dos fibroblastos da
regidao da derme superficial, proxima ao epitélio. Apés uma queda significativa
dos seus numeros nas primeiras horas depois da lesao, devido a degeneracéao
do epitélio e da derme superficial, sua densidade na regido da ferida
permanece constante ao longo do processo, sem a formacédo de agregados
maiores.

Ja os amebdcitos sdo observados apenas na derme superficial nos
organismos em condigdes normais, tanto em H. grisea como em outras
espécies ja estudadas (Menton & Eisen 1970). Porém, 12 horas apés a injuria
também foram observados na hipoderme e derme central. Diferentes papéis
tem sido atribuidos a estas células: transporte de nutrientes (Smiley 1994),

coagulagao do fluido celomatico, rejeicado de enxertos (Smith 1971, Canicatti
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1989), encapsulamento de particulas estranhas e microorganismos e na
formagao dos corpos marrons (Xing et al. 2008). Outras possiveis funcoes
sugeridas podem ser ainda a remogao de restos celulares apos a degeneragao
dos tecidos e a formacao inicial de uma camada de células no local da injuria
(Glinski & Jarosz 2000).

Em H. grisea o citoplasma dos amebdcitos contém apenas inclusdes
pequenas, indiferenciadas e ndo organizadas, o que nao sugere um papel de
transporte importante. Sendo assim, as suas funcdes parecem estar vinculadas
a remocao de detritos, como outros tipos celulares com caracteristicas
amebdides encontrados em diversos grupos, e.g. arqueécitos em Porifera
(Simpson 1984) ou macréfagos em vertebrados. Estes sao constituintes do
tecido conjuntivo propriamente dito e possuem propriedades fagocitarias,
geralmente migrando para locais de inflamagéao atraidos por mediadores. Entre
as suas principais fung¢des estao a reabsorgéo e degradagao de componentes
da matriz extracelular (Kierszenbaum 2008).

Além da presenca de fibroblastos e amebdcitos durante o periodo de
cicatrizacdo também foram observados dois tipos de esferuldcitos. Estas
células sao facilmente identificadas pelo grande numero de esférulas em seu
citoplasma, sendo geralmente descritas como semelhantes aos mastdcitos de
vertebrados, tanto estrutural quanto funcionalmente (Cowden 1968, Ramirez-
Gbémez et al. 2010)

Geralmente sao encontrados em dois ou mais tipos morfologicamente
distintos (Hetzel 1963, Endean 1966, Byrne 1986, Canicatti 1989, Eliseikina &
Margalanov 2002, Garcia-Arraras et al. 2006, Miguel-Ruiz & Garcia-Arraras

2007, Ramirez-Gomez et al. 2010). Em holoturias e equindides, esferuldcitos
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ocorrem em todos os tecidos, entretanto sempre em baixas densidades nos
organismos em condi¢des normais (Jangoux 1987). No entanto, existem ainda
muitas duvidas a respeito das suas reais fungdes e variabilidade, dificultando
assim sua correta identificacdo. Em geral diversos papéis Ihes sao atribuidos,
tais como producao de antibidticos (Haug et al. 2002), citotoxicidade (Arizza et
al. 2007), reacgbes inflamatorias (Gross et al. 1999) e agregagdo e
encapsulamento de debris (Jans et al. 1996). Alternativamente, outros estudos
sugerem que suas vesiculas tomam parte na produgao de enzimas digestivas
extracelulares (Massin 1980), ou podem ainda estocar nutrientes e participar na
sintese de fatores humorais do sistema imune de equinodermos (Byrne 2005).
Existem evidéncias que estas células participam ativamente da sintese de
matriz extracelular, produzindo e/ou estocando precursores
(mucopolissacarideos - Byrne 1986, Garcia-Arraras et al. 2006). Estudos mais
antigos ja descrevem a presenga de esferuldcitos entre as fibras do tecido
conjuntivo durante o processo de cicatrizagdo. Em S. badionotus estas células
foram observadas durante a reconstrucdo da parede do corpo, mas nao lhes foi
atribuida nenhuma funcgao especifica no processo (Cowden 1968). Ja em T.
briareus e Eupentacta quinquesemita, foi observado um aumento no numero de
esferuldcitos na regidao da hipoderme dentro de alguns minutos apds a leséo e
seu acumulo na area afetada dois dias depois. Isto levou a sugestdao de um
papel na produgao de tecido conjuntivo e substancia amorfa (Menton & Eisen
1973).

Em H. glaberrima ja foi observada a presenga de dois tipos de
esferuldcitos durante a regeneracédo do intestino (Garcia-Arraras et al. 2006).

Um deles mostrou forte metacromasia quando corado com Azul de Toluidina e
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o outro ndo reagia com este corante. Inicialmente foi sugerido que estas duas
populagcdes eram apenas os estagios de diferenciagdo de um unico tipo.
Células metacromaticas seriam imaturas e na medida em que se diferenciam, a
composicao das suas inclusdes se altera e passam a ser fracamente coradas.
Porém, dados mais recentes do mesmo grupo (Miguel-Ruiz & Garcia-Arraras
2007) questionaram esta interpretacao inicial. Foi demonstrado que ambos os
tipos celulares aumentam concomitantemente e migram para a area lesionada,
sugerindo, portanto, que sejam duas populagdes distintas.

Em H. grisea duas populagdes de esferulécitos sdo observadas, tanto no
fluido celdmico como na parede do corpo. Em animais intactos sao
encontradas em baixa densidade entre as fibras do tecido conjuntivo, com o
tipo Il sempre em maior numero, principalmente na hipoderme. Embora com
morfologia geral semelhante, ie. citoplasma carregado de inclusdes
homogéneas, ambas apresentam caracteristicas citoquimicas e ultraestruturais
bastante diferentes. Além disso, nos tecidos e no fluido celomatico de todos os
espécimes estudados nao foram detectados estagios intermediarios entre os
dois tipos. Tal fato reforca a afirmacdo de que se tratam de populagdes
diferentes, com funcdes distintas.

Diferentemente do observado em H. glaberrima (Miguel-Ruiz & Garcia-
Arraras 2007), as duas populagbes de esferulécitos ndo aumentam
concomitantemente apds a lesdo. Os esferuldocitos | mostram aumento
marcado apenas no terceiro/quarto dia, sendo praticamente limitado as dermes
superficial e central. Por outro lado, ja nas primeiras horas observa-se um
aumento significativo dos esferulécitos I na regido da hipoderme.

Posteriormente este numero decresce a niveis semelhantes ao do organismo
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controle, se mantendo constante até o final do processo. Ja que nao foram
observados sinais de divisao celular na area, provavelmente ambas as células
sao também provenientes do liquido celomatico, e chegam a regiao lesionada
utilizando a hipoderme como via de passagem. Em A. japonicus foi observado
que a regeneragao dos musculos € acompanhada pela migragao a partir do
epitélio celdmico e da hipoderme da parede do corpo para o tecido conjuntivo
(Ginanova 2007).

No quarto dia apds a lesdo os esferuldcitos | e os fibroblastos sao
observados em maior numero, tanto na derme superficial como na central,
retornando a numeros semelhantes aos do organismo controle a partir do
décimo dia. Neste mesmo periodo, observamos um alto indice de fibrogénese
com novas fibras de colageno preenchendo totalmente o canal da lesdo. O
primeiro esferuldcito (tipo |) possui inclusées com forte afinidade pela Fucsina
Acida, mas nenhuma pelo Azul de Toluidina. Esta caracteristica sugere que o
conteudo de suas inclusdes seja composto por peptideos (Gurr 1962). Pode
ser que os esferuldcitos tipo | ndo estejam ligados diretamente a sintese de
matriz. E possivel que tenham atuacéo indireta, fornecendo reservas a outras
células, como os fibroblastos, ja que aumentam no periodo onde ocorre maior
sintese de matriz extracelular. Outra possivel funcédo seria de defesa quimica,
contendo substancias antibiéticas/citotoxicas em suas inclusées. Neste caso,
seus numeros deveriam aumentar ja nos primeiros momentos apés a leséo
para uma acao mais eficiente, o que nao foi observado.

A segunda populagéao (tipo Il) caracterizou-se pela afinidade ao Azul de
Metila/Verde Luz presentes no Tricromo de Mallory, e uma forte metacromasia

com o Azul de Toluidina. O fato de serem corados pelo Azul de Metila e o
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Verde Luz do Tricromo de Mallory indica a presenca de glicosaminoglicanos
acidos (Gurr 1962), e a reacdo metacromatica com o Azul de Toluidina
confirma a presenga de proteoglicanos. Isto sugere fortemente a sua
participacao na produgcdo de componentes da matriz extracelular, como acido
hialurénico ou heparina.

Um fato interessante € que entre as células coletadas do liquido
celomatico foram observados esferulécitos do tipo Il em diferentes fases de
diferenciacdao. Um processo semelhante também foi observado por Canicatti
(1989) no liquido celomatico de H. polli, onde células com esferulas em
diferentes estagios de maturagdo apresentavam basofilidade dos gréanulos
diferente em cada estagio. No caso de H. grisea talvez a sequéncia de
diferenciagdo observada sejam as diferentes fases da sintese de
proteoglicanos, desde a produgdo dos glicosaminoglicanos e proteinas a
juncao destes para a formagao dos proteoglicanos.

As alteragbes se assemelham ao processo de degranulagdo dos
mastoécitos de vertebrados, onde células imaturas apresentam granulos com
aparéncia uniforme e compacta. Em vertebrados, durante processos
inflamatodrios, essas células sao recrutadas ao local afetado, o conteudo das
suas inclusbes é entdo liberado (degranulagdo), e os vacuolos passam a
apresentar uma aparéncia inchada com conteudo disperso (Roéhlich et al. 1971,
Reite & Evensen 2006). Em T. briareus foi observado que células esferulosas
acumulam préximas a regido da lesdo e degranulam ou simplesmente se
rompem (Menton & Eisen 1973). O acumulo de esferuldcitos na regiao
lesionada pode ter outras finalidades além da secre¢ao da matriz extracelular.

Produtos da degranulagdo podem contribuir para acédo dos fibroblastos (Smith
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1971) ou atuar como agentes quimiotaticos, estabelecendo uma via para outras
células que participam da regeneracao (Byrne 1986). Substancias produzidas
pelos mastocitos de vertebrados tém potencial para afetar o microambiente do
tecido conjuntivo. Tem sido mostrado que a histamina e heparina estimulam o
crescimento de fibroblastos e a sintese de colageno in vitro, contribuindo
diretamente na fibrogénese pela produgao glicoproteinas da matriz extracelular
(Reite & Evensen 2006).

De acordo com os resultados obtidos com H. grisea, podemos afirmar
que as duas populagdes participam do processo, mas atuam em momentos
diferentes. Os esferuldcitos tipo |l estdo muito provavelmente ligados a sintese
da matriz extracelular. No entanto, ainda permanecem duvidas a respeito do
papel desempenhado pela populacéo de esferuldcitos |.

No sentido de caracterizar melhor a natureza quimica das inclusoes,
buscou-se isolar e concentrar as diferentes populacdes de esferuldcitos.
Diversos protocolos usuais para separagao e concentragdo de células, por
exemplo, gradiente de Sacarose e de Percoll em gradientes continuos e
descontinuos, foram testados, mas nenhum destes foi satisfatorio. Por fim, o
procedimento mais eficiente foi o isolamento das células através do método de
separacgao por troca anidnica. Nesta metodologia foram utilizados granulos, tipo
gel, da resina fortemente basica Amberlite IRA - 400 AR. O processo consiste
na troca de ions entre uma solugdo e a resina organica de troca ibnica, por
meio da qual ions selecionados sao removidos da solucao pela interacédo com
a resina.

Este método é utilizado como um passo rotineiro na separagao e

identificacdo de moléculas e de bactérias (eg. Cornelissen et al. 2008, Guo
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2009), e existe pelo menos um trabalho onde a resina foi utilizada como
substrato para cultura in vitro de células de mamiferos (Himes 1987). Porém,
ainda nao havia sido empregado para separagao de diferentes tipos celulares.
A experiéncia com a separagao de celomécitos se mostrou eficiente e pratica, e
superior a outros meétodos comumente empregados. Experimentos com outros
tipos celulares estdo sendo realizados, de modo a estabelecer a eficiéncia e
aplicabilidade do método.

A partir das fragdes celulares isoladas com a resina, foram iniciadas as
analises por espectrometria de massa das populacdes de esferuldcitos. Ainda
preliminares, os resultados obtidos confirmam os diferentes conteudos
observados em microscopia, e que os esferulécitos Il tém uma maior
concentracdo de substancias hidrofilicas. A complementacao destas analises
quimicas deve mostrar a exata composicdao dos vacuolos, e confirmar a exata
funcao destas células durante a regeneragéo.

Nossos resultados mostram que em H. grisea, os celomécitos possuem
um papel fundamental na cicatrizacdo. E os mesmos processos simples que
sdo utilizados pela cicatrizagdo estdo presentes nos estagios iniciais da
regeneragao de estruturas complexas. A rapida cicatrizagdo e regeneragao
observada em equinodermos indicam que estes eventos representam um
componente essencial no ciclo de vida o qual possui ampla aplicagdo em
estratégias de sobrevivéncia. Dado o seu valor adaptativo, tais processo
podem ser responsaveis pelo grande sucesso dos equinodermos no
ecossistema marinho (Candia-Carnevali 2006). O principal objetivo na pesquisa
da regeneragao em equinodermos € responder questdes cruciais a respeito de

como este processo € iniciado, quais genes sao ativados ou reativados, qual a
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origem das células envolvidas na reconstrucdo ou reparo de estruturas
danificadas ou perdidas, e quais sdo os fatores que regulam estes processos.
Tudo isso utilizando organismos simples que possuem muitas caracteristicas
que se conservaram em vertebrados superiores, tornando-os o6timos

organismos modelos para estudos comparativos.
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Figura 1. Quadro resumo da presenga de processos regenerativos nos

diferentes niveis de organizacao. Modificado de Bely & Nyberg 2010.

Figura 2. Principais formas de regeneracao: Epimorfia e Morfalaxia. (A)
Regeneragao epimorfica de um membro de anfibio. (B) Regeneracéo
morfalatica em Hydra. (Modificado de Agata et al. 2007).

Figura 3. Arvore filogenética mostrando a relagdo entre Echinodermata e

outros grupos animais (Segundo Halanych 2004).

Figura 4. Holothuria grisea, espécie de pepino-do-mar comum em todo o litoral
brasileiro. Caracterizada por uma parede do corpo espessa, com
presenca de pequenas verrugas € pés ambulacrais concentrados na
regido dorsal. Geralmente € encontrada na regido entre marés entre

pedras e enterrada no sedimento (Foto: Patricia Lacouth).

Figura 5. (A) Desenho esquematico mostrando a regido onde foi realizada a
lesdo. (B, C) Esquema de um corte transversal de H. grisea mostrando

a organizacao dos tecidos da parede do corpo.

Figura 6. Esquema das regides onde as células foram quantificadas. (A)
Lamina contendo os cortes histolégicos seriados. (B) Regibes da

parede corporal usadas para as contagens de células.

Figura 7. Fotomicrografias da parede do corpo de H. grisea, coradas com T.
de Mallory. (A) Visdo geral mostrando epiderme, derme superficial e
derme central em condi¢gdes normais. (B) Detalhe da epiderme e da
derme superficial em condi¢des normais, onde se observa a presenca
de amebdcitos e fibroblastos. (C) Detalhe da hipoderme em
condigbes normais, com presenca de esferulécitos | e Il. (D) Visao
geral da area 12h apés a lesdo, mostrando o canal formado. (E)
Canal da lesdo apos 12h, sendo invadido por celomdcitos. (F)
Esferulécitos tipo Il e fibroblastos entrando no canal da lesdo com

12h. (ds: derme superficial; dc: derme central; ep: epiderme; fib:
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Figura

fibroblastos; amb: amebdcito; esfl: esferuldcito |; esfll; esferuldcito Il;

*: canal da lesao).

8. Fotomicrografias da parede do corpo lesionada de H. grisea . (A)
Visdo geral da éarea lesionada apdés um dia. (B) Detalhe da
degeneragao da area epiderme e derme superficial apés um dia,
mostrando a presenga de esferuldcitos Il nesta area. (C) Canal da
lesdo apdés um dia sendo preenchido por celomécitos. (D) Visdo geral
da area lesionada com dois dias, mostrando uma area de degeneragao
na epiderme e derme superficial. (E) Canal da lesdo apds dois dias
sendo possivel observar novas fibras de colageno. (F) Esferuldcitos
na hipoderme dois dias apds a lesao (fib: fibroblastos; esfl: esferulécito

I; esfll; esferuldcito Il *: canal da lesao).

Figura 9. Fotomicrografias da parede do corpo de H. grisea, quatro dias apés a

lesdo, coradas com Tricromo de Mallory. (A) Visdo geral da
cicatrizagédo da ferida. (B) Epitélio e derme superficial degenerados. (C)
Novas fibras de colageno preenchendo o canal da lesédo. (D)
Esferulécitos | e Il na hipoderme (esfl: esferulécito I; esfll: esferulécito

II; *: canal da lesao.

Figura 10. Fotomicrografias do processo de cicatrizagcdo em H. grisea 10 dias

Figura

(A, B e C)e 15 dias (D, E e F) apos a lesdo. (A) Visao geral da regiao
lesionada 10 dias depois da lesdo. (B) Detalhe da formagdo de uma
nova camada de células epiteliais. (C) Detalhe da presencga de fibras
de colageno orientadas perpendicularmente as fibras antigas. (D) Visao
geral da regido lesionada 15 dias apés a lesdo. (E) Reorganizagao do
epitélio e da derme superficial. (F) Canal da lesdo completamente

fechado pelas fibras de colageno. ep: epiderme; *: canal da leséo.

11. Fotomicrografia da parede do corpo de H. grisea, 30 dias apos a
lesdo. Ainda é possivel perceber onde a lesdo foi realizada, porém

todos os tecidos que compde a regido estao reestruturados na area da
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ferida. (ep: epiderme; ds: derme superficial; dc:derme central; hip:

hipoderme; *: Canal da lesao)

Figura 12. Grafico da dindmica das populagdes de fibroblastos, amebdcitos e

esferuldcitos | e Il na derme superficial ao longo dos 30 dias apds a

lesao

Figura 13. Grafico da dindmica das populagdes de fibroblastos, amebdcitos e

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

esferuldcitos | e Il na derme central ao longo dos 30 dias apds a lesao.

14. Gréafico da dindmica das populacdes de fibroblastos, amebdcitos e

esferuldcitos | e Il na hipoderme ao longo dos 30 dias apds a lesao.

15. Esferuldcitos observados no liquido celomatico de H. grisea. (A)
Esferulécito | corado com Tricromo de Mallory e (B) Azul de Toluidina.
(Escala: 2 pym).

16. Esferuldcitos observados no liquido celomatico de H. grisea.
Diferentes estagios de diferenciacdo do esferuldcito Il. (A-D) Corados
com Tricromo de Mallory e (E-H) corados com Azul de Toluidina. n=

nucleo (Escala: 2 ym).

17. Fotos de microscopia eletrbnica de transmissdo dos esferulécitos
encontrados no liquido celomatico de H. grisea. (A) Esferulocito |. (B)

Esferulécito Il. n: nucleo.

18. Foto em microscopia de luz mostrando celomdécitos ligados aos
granulos de resina. A seta branca indica o granulo de resina e a seta

vermelha mostra os celomdécitos ligados ao granulo.

19. Foto em microscopia de luz de citocentrifugados feitos com as
fracdes coletadas, apds a separacao das células por troca anidnica, e
corados com Tricromo de Mallory. (A) Fracdo 1 contendo os
esferuldcitos | indicados pelas setas brancas. (B) Fragdo 3 contendo os

esferulécitos Il apontados pelas setas pretas.
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Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

20. Perfis obtidos no HPLC dos extratos com substancias de massa

maior que 30kDa.

21. Perfis obtidos no HPLC dos extratos com substancias de massa
entre 10kDa e 30kDa.

22. Perfis obtidos no HPLC dos extratos com substancias de massa

menor que 10kDa.

23. Espectometria de massas do conteudo dos esferuldcitos |,
mostrando as substadncias que ocorrem exclusivamente nesta

populacao de células.

24. Espectometria de massas do conteudo dos esferuldcitos I,
mostrando as substancias que ocorrem exclusivamente nesta

populagao de células.

25. Desenho esquematico resumindo os principais eventos que
ocorreram durante o processo de cicatrizagdo em H. grisea. (A)
Organizagao da parede do corpo antes da injuria, mostrando a cuticula,
a epiderme, as trés camadas que formam o tecido conjuntivo (Ds:
derme superficial, Dc: derme central e Hp: Hipoderme) e a distribuicao
dos tipos celulares. Os amebdcitos estéo restritos a regido da derme
superficial e esferuldcitos Il se concentram na hipoderme. (B) Parede
do corpo 12 horas apds a lesdo. Nao ocorrem mudancas até este
periodo e a ferida continua aberta. (C) Vinte e quatro horas apods a
lesdo, ha uma contracdo da parede do corpo, fechando a ferida.
Amebdcitos ja sdo observados na hipoderme e derme central,
evidenciando sua possivel origem a partir do liquido celomatico,
também é observada uma zona de degeneragao (DZ) na regido da
epiderme e derme superficial, com participacdo ativa dos amebodcitos
fagociticos. Celomdécitos, principalmente esferulécitos 1l, estéo
presentes no canal da lesdo. (D) Quatro dias apos a injuria ja ha a
presenca de matriz extracelular e fibras de colageno no canal da leséo.

Neste periodo o numero de esferulécitos | aumenta e estes se
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distribuem nas trés camadas do tecido conjuntivo e na lesdo. O numero
de fibroblastos na derme superficial também aumenta. (E) No décimo
dia a epiderme foi reconstituida e o canal da lesdo selado com nova
matriz extracelular e fibras de colageno. No entanto, estas estédo
organizadas perpendicularmente as fibras dos tecidos normais, € nao €
possivel observar a diferenciagcdo entre as camadas do tecido

conjuntivo. Porém a ferida esta completamente cicatrizada.

Tabela 1. Resumo dos eventos registrados durante o processo de cicatrizag&o

em diferentes espécies de holoturias.
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EDTA - Acido Etilenodiamino Tetra-Acético

HEPES — Acido Hidroxietil-piperazineetasulfonico

HPLC — Cromatografia Liquida de Alta Performance.

PMSF — Fluoreto de Fenilmetilsulfoxido

Tris-HCI — Tris-Hidrocloreto
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