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“Na ciéncia, existem questdes ingénuas,
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RESUMO

Nossa proposta de trabalho visava estudar as propriedades do movimento
ciliar, aplicando técnicas de microscopia eletronica de varredura.. Escolheu-se
como material de estudo a espécie Macrostomum tuba (turbeldrio), bastante
comum em ambientes naturais de agua doce, e em aquarios. Sua superficie é
inteiramente revestida por cilios, que o animal usa como meio locomogao suave e
rapida.

Cilios sfo estruturas em forma de projecdes delgadas de células, com uma
notavel organizagdo interna, constante em todas as espécies animais, e sdo
dotados de movimento oscilatério ritmico e autdbnomo. O batimento ciliar
coordenado origina ondas na superficie das células, e por conseguinte, na
superficie do organismo, conhecidas como ondas metacrénicas. No caso em
estudo, estas ondas sdo suficientes para promover o deslocamento do organismo

'no meio.

Estudou-se a estrutura fina destes cilios por microscopia eletronica de
transmissdo, e a sua forma durante o batimento, por microscopia eletrénica de
varredura. A frequéncia do batimento ciliar foi determinada por microscopia de
luz com fonte estroboscépica, e o movimento do organismo em meio de
diferentes viscosidades, foi registrado com cdmara de video.

Os métodos utilizados neste trabalho permitiram obter-se as seguintes
informagdes sobre o movimento ciliar de M. tuba:

1. Os cilios tém cerca de Sum de comprimento, e estruruta interna tipica ("9+2").
2. Os cilios em meio aquoso, batem com frequéncia de 15 Hz, sendo esta reduzida
de modo exponencial para os meios de viscosidade maior.

3. Os cilios trabalham de modo coordenado, produzindo ondas "metacronicas"
que apresentam um estagio de batimento efetivo e outro de recdbro, bem distintos.
O comprimento de onda é da ordem de 4 a 5 um e pode ser medido diretamente
nas imagens de varredura.

4. Os cilios se distribuem ao longo da face ventral em campos, onde as ondas se
orientam de modo conspicuo.



5. A velocidade de propagacdo da onda é da ordem de 78-80 um/s. e a velocidade
média de deslocamento do animal em meio aquoso € cerca de 4 mm/s, caindo a
menos da metade para meios de viscosidades altas.

6. Os cilios podem ser removidos por diferentes métodos experimentais, tornando
acessivel a superficie da célula: isto facilitou a observagdo de perfis de onda com
mutio boa resolugéo, bem assim, permitiu contagens de densidade ciliar (cerca de

200/célula).
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the properties of ciliary motion in
the flatworm, Macrostomum tuba, using electron microscopy. This is a quite
common species inhabiting freshwater ponds and fish aquaria. Its suface is
entirely covered with cilia, that povide a smooth and fast gliding motion for the
animal.

The fine structure of the cilia has been studied by use of transmission
electron microscopy. The profiles assumed by the organelle during its undulatory
motion have been described by use of special scanning microscopy techniques.
Frequency of the ciliary beating has been determined with a stroboscope system,
and the gliding motion of the animal was recorded with a video camera.

The several approaches used in the present study provide the following
conclusions:

1. The cilia are 5 um long; ultrastructurally they conform to the "9+2" model.

2. The beating frequency in water is 15 Hz. This value is exponentially reduced
for higher viscosity media.

3. The coordinated beating of a field of cilia gives rise to "metachronal waves" of
about 4 to 5 um in wavelength. A distinctive effective and another recovery
stroke were characterized in the scanning images.

4. Along the ventral surface of the animal, oriented metachronal waves point to
the directions of water flow.

5. Calculated metachronal wave velocity is 78-80 um/s, and the animal speed in
water reaches some 4 mm/s; it slows down rapidly for higher viscosity fluids.

6. Experiments with deciliation have allowed a clear cut view of the wavefronts,
as well as, the counting of ciliary density (about 200/cell).
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INTRODUCAO

Projecdes celulares filamentosas e vibrateis, conhecidas como cilios vem
despertando a curiosidade e o interesse de inimeros investigadores desde tempos
remotos. Costuma-se atribuir a Anton van Leeuwenhoek (1675) as primeiras
descrigdes de "projegdes incrivelmente finas e pequenas" observadas com lentes
rudimentares, confeccionadas por ele proprio (Taylor, 1963).

Deve-se a Sir James Gray (1930) o desenvolvimento de uma técnica
refinada que abriu novas perspectivas para o estudo destas organelas méveis. Gray
utilizou iluminagéo estroboscopica e cinematografia associadas a microscopia de luz,
conseguindo assim, fotografar e medir o movimento de flagelos isolados e conjuntos
de cilios em movimento ondulatorio (Gray, 1930).

As informagdes acumuladas durante os quase 70 anos que se seguiram,
constituem um volume impressionante de dados sobre estas organelas. Elas vem sendo
estudadas sob diferentes aspectos: mecénica, hidrodindmica (Blake, 1972, 1974;
Gheber e Priel, 1990 a, b; Holwill, 1966, 1982, 1989; Holwill e Satir, 1990; Lighthill,
1976); fisiologia e bioquimica (Gibbons, 1965; Satir e Sleigh, 1990; Stephens, 1974).
Em paralelo, um grande avango para o conhecimento destes elementos foi conseguido
com o reconhecimento da estrutura detalhada do cilio e de seus integrantes, ou partes
constituintes, obtidas por fracionamento, e estudadas com o microscépio eletronico.

Os estudos pioneiros usando cortes ultra-finos, por Fawcett e Porter
(1954) e por Afzelius (1959), e as observagbes de Irene Manton (1952), vieram
demonstrar nos cilios de animais e vegetais, respectivamente, uma estrutura complexa
e altamente organizada, formada basicamente por filamentos proteicos microtubulares,
envoltos pela membrana ciliar, e conhecida como "arranjo 9+2". Essa organizagio se
revelou universal em todos os sistemas, com poucas exce¢des. Uma avaliagdo
retrospectiva das contribuicdes trazidas pela conjuga¢do de técnicas modernas
associadas & microscopia eletrénica, para o estudo de cilios, acha-se bem resumida
nos trabalhos de Gibbons (1981) e de Satir (1992).

O arranjo "9+2" revelou-se muito complexo (Warner, 1974); tdo complexo
que mesmo as modelagens mais atuais, feitas com auxilio do computador ainda

parecem incompletas e fazem previsdo de futuros acréscimos (Sugrue e outros,
1991).



Hoje se reconhece o cilio como uma entidade mével, autbnoma , capaz de
realizar trabalho coordenado e eficiente em meio aquoso, seja deslocando fluidos em
ductos internos de vertebrados ou invertebrados, seja deslocando o organismo como
um todo no meio aquatico. Apesar de toda a informag¢do acumulada sobre estas
organelas atualmente, restam ainda muitas questdes sem resposta a respeito do
movimento de que sdo dotadas.

Cilios ocorrem em grande nuimero na superficie da célula, na forma de
proje¢des relativamente curtas (5 a 10 um) e executam trabalho em conjunto; o
movimento de um cilio é tipicamente pendular e bi-dimensional . Flagelos ao
contrario, tendo comprimento cerca de 10 a 20 vezes maior, ocorrem normalmente
isolados ou aos pares, executando movimento ondulatério, planar ou tri-dimensional.
Por facilidade de acesso, o0 movimento flagelar tem sido muito melhor estudado que o
ciliar.

Sabe-se hoje que o movimento do cilio ¢ baseado no deslocamento relativo
de microtubulos, demonstrado por Satir (1968) e Summers e Gibbons (1973), de
modo andlogo ao movimento do musculo estriado (teoria do "sliding filament").
Apesar de todo o avango nesta area do conhecimento (ex., Satir e outros, 1981;
Holwill e Satir, 1990), restam muitos pontos a esclarecer, a respeito do movimento
do cilio, e principalmente da coordenag¢do do movimento de conjunto de cilios, que déa
origem a ondas tri-dimensionais (Gheber e Priel, 1990a; Machemer, 1974; Sleigh,
1974).

OBJETIVOS

Propusemo-nos a estudar o movimento de organismos aquaticos, multi-
ciliados, que fazem uso predominante, sendo exclusivo, de cilios, para sua locomogéo.
E o caso dos turbelarios de vida livre, que possuem a superficie inteiramente coberta
de cilios. Aqui, cada unidade bate de maneira coordenada com seus vizinhos,
pertencentes & mesma célula ou a células adjacentes, mas ligeiramente fora de fase,
gerando sobre a superficie do organismo uma série de ondas, denominadas ondas
metacronicas. Estas ondas se propagam com certa velocidade na superficie,
promovendo o deslocamento de 4dgua e indiretamente, o deslocamento do animal no
meio.

O objetivo do nosso trabalho foi avaliar as caracteristicas deste
movimento, usando métodos de microscopia eletronica. Pressupondo que o movimento
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deste conjunto ciliar pudesse ser imobilizado por diferentes agentes quimicos, € a
imagem tri-dimensional das ondas metacrdnicas, registrada e analisada sob o ponto de
vista da ultra-estrutura, ter-se-ia um meio bastante objetivo de demonstrar a sua forma,
tomar medidas e interpretar o fendmeno, a partir de imagens obtidas com o
microscopio eletrénico de varredura (MEV). Esta possibilidade foi demonstrada ja hé
bastante tempo por Horridge e Tamm (1969) e Tamm (1972), no estudo de organismos
unicelulares (Protozoarios) . Entretanto, de nosso conhecimento, a microscopia
eletronica de varredura tem sido usada apenas de modo incidental por outros autores,
com esta finalidade. (Barber e Boyde, 1968; Martin, 1978; Ogura, 1981; Romet e
outros, 1991; Sanderson e Sleigh, 1981; Satir, 1992)

A presente abordagem fez uso predominante da microscopia eletrénica de
varredura, com a qual se pdde coletar a maior parte dos dados fisicos e morfologicos.
Usou-se a microscopia de luz para medidas da freqiiéncia do batimento ciliar, um dos
parametros fundamentais da onda metacrdnica.

A titulo de introdugdo ao nosso trabalho, inclui-se aqui um capitulo
resumindo dados sobre a estrutura tipica de um cilio, suas formas de batimento e sobre
os parametros hidrodindmicos relacionados ao movimento ciliar.



CAPITULO I

DINAMICA DO MOVIMENTO CILIAR

I.1.PROPRIEDADES GERAIS DOS CILIOS

Cilios e flagelos sdo proje¢des celulares filamentosas, longas e finas,
dotadas de motilidade prépria. Os cilios sdo geralmente curtos e se apresentam em
grupos extensos, executando um movimento coordenado de forma a aumentar sua
eficiéncia. O movimento ¢ assimétrico e oscilatério. Os flagelos sio normalmente
longos e ocorrem isoladamente na célula.

A principal fungéo de cilios e flagelos € a de deslocar fluidos & sua volta,
como no caso dos ductos internos dos metazoarios; ou a de deslocar a célula ciliada
livremente no meio, como no caso de protozodrios, espermatozdides, pequenos
animais aquaticos, etc.

Nos seres humanos por exemplo encontramos cilios no trato respiratério
superior e inferior, nas células epidérmicas, do trato genital masculino e feminino, em
células olfativas, etc, os quais desempenham um papel primordial na saude do homem.
As células ciliadas presentes no organismo humano na arvore respiratéria e trompa
uterina encontram-se associadas a células que secretam muco e tém como
consequéncia o transporte unidirecional de uma camada delgada desse muco. Desta
maneira a poeira que atinge a arvore respiratoria é captada pelo muco e transportada
para a cavidade bucal, enquanto que na trompa ocorre um fluxo de muco para o ttero,
o que facilita o transporte dos 6vulos. Estima-se que em cada cm® da superficie dos
bronquios existam aproximadamente 10’ cilios ( Junqueira e Carneiro, 1991).

Assim, o estudo de organelas ciliares constitui um importante campo de
investigagdo cientifica devido & sua importincia a satide humana. Ha deficiéncia de
atividade ciliar, por exemplo, relacionadas com doengas respiratorias. Ja se
demonstrou que um dos efeitos nocivos de alguns componentes do tabaco bem como
de alguns gases poluentes ¢ o de reduzir a frequéncia de batimento ciliar, dificultando
o transporte de muco, e assim permitindo um contacto direto das células epiteliais com
0s agentes cancerigenos.



1.2. ONDA METACRONICA

Para que os cilios possam realizar com eficiéncia suas fungdes, é
necessario que cada cilio se movimente de maneira periddica, apresentando um
deslocamento coordenado no tempo e no espago. O movimento ciliar € bastante
complexo quando comparado ao movimento flagelar, ja bastante estudado ( Holwill,
1966). O movimento sobre uma superficie ciliada, pode ser comparado ao movimento
provocado pelo vento, quando este sopra sobre uma plantagdo de trigo, enquanto o
movimento de um sé cilio pode ser correlacionado ao movimento do remo em um
bote.

O ciclo do movimento ciliar compreende dois estdgios; um batimento
efetivo e outro de recobro (recuperagdo). No movimento efetivo, o cilio se dobra
rigido em diregdo a superficie da célula, enquanto no movimento de recuperagdo o
cilio sofre uma flex@o a partir da base, progredindo até a extremidade distal, voltando
a sua posigédo inicial, ( Fig. 1). Essas fases ocorrem praticamente no mesmo plano, e
com uma ligeira rotacdo lateral no inicio do recobro.
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Fig.1. ciclo do batimento ciliar para um tnico cilio.

O movimento periddico do conjunto dos cilios, gera ondas que se
propagam sobre a superficie do animal, propelindo-o através do meio; essas ondas séo
denominadas metacronicas. A onda metacronica apresenta portanto, como o cilio,
duas fases, uma fase efetiva e uma fase de recobro. Distinguem-se diferentes tipos de
metacronismo dependendo da orientagdo relativa entre o sentido do batimento ciliar e
da propagagdo da onda. Isto levou Knight-Jones (Sleigh,1974) a definir dois tipos
basicos de coordenagdo metacrdnica, a ortoplética e a diaplética, sendo ainda cada um
desses tipos sub-dividido em duas modalidades, conforme o esquema da Figura 2.
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Fig.2. Tipos de coordenag@o metacrdnica.

No metacronismo ortoplético, a propagac¢do da onda metacrénica se da na
mesma dire¢do do batimento efetivo; se a propagagdo da onda se der em sentido
oposto ao batimento efetivo, o metacronismo € chamado de antiplético, caso por
exemplo do protozodrio Paramecium ; se a propagag¢do da onda for no mesmo sentido
do batimento efetivo o metacronismo sera dito simplético, como por exemplo em
Opalina (Machemer, 1974).

No metacronismo diaplético a propagagdo da onda metacrénica ocorre
numa dire¢do ortogonal com relagdo ao batimento efetivo. Serd chamada de
dexioplética quando o batimento efetivo ocorrer para a direita, para um observador
olhando na dire¢do do deslocamento da onda, e serd chamado de leoplética se o
observador vir o batimento ocorrer para a esquerda. Assim, cilios que se movimentam
no sentido anti-horério, apresentam metacronismo dexioplético e para aqueles que se
movimentam no sentido horario o metacronismo é leoplético ( Ovadyahu e
Priel, 1989 ).

Admite-se hoje que a natureza da for¢a de recuperagdo determina o tipo
basico do metacronismo diaplético; entretanto, a forga de recuperagdo sozinha ndo
pode explicar a variedade existente nas dire¢des da onda, uma vez que essas sfo
caracterizadas por outros parametros fisicos como a frequéncia de batimento ciliar e
comprimento de onda ( Gheber e Priel, 1990a).



1.3. ESTRUTURA DO CiLIO

A primeira teoria sobre a coordenacdo da atividade ciliar foi proposta por
Gray em 1930, que sugeriu ser o mecanismo devido a estimulos que cada cilio
produziria em seu vizinho. Com o desenvolvimento da microcinematografia de alta
velocidade associada a microscopia de luz e outras técnicas, foi possivel obter o
registro e analisar a coordenagdo metacronica. Por outro lado, a microscopia
eletrOnica e as técnicas especiais de fixagdo ( Parducz, 1967, Tamm e Tamm, 1981)
trouxeram uma enorme contribui¢cfo ao estudo dessas organelas, revelando a estrutura
interna 9+2, também chamada de axonema tipo 9+2, que se apresenta constituida por
dois elementos centrais, circundados por nove pares de microtibulos periféricos,
simétricos e equidistantes.

Na Fig. 3, apresentamos um esquema mais completo de um corte
transversal de um cilio visto por microscopia eletronica de transmissdo. Ha 9 duplas
(A e B) de microtubulos periféricos circundando um par central de microtibulos
simples. De cada membro A, proje¢des conhecidas como “bragos” apontam sempre
no sentido horario, para um observador que esteja vendo o cilio de sua base para o seu
apice. Os pares sdo numerados em sequéncia de 1 a 9. Assim, o par niimero 1 sera
aquele localizado na interseccdo de um plano virtual que passa entre os dois
microtubulos centrais, o qual coincide com o plano de batimento ciliar. Os outros sio
numerados em sequéncia, no sentido horario apontado pelos bragos ( Afzelius, 1959).
O batimento efetivo € dirigido do par nimero 1 para os pares 5 e 6. A teoria do
movimento ciliar pode ser explicada pelo deslisamento relativo entre os pares
periféricos (Satir, 1968).

Iiga';c‘a‘e.s laterais entre os pares de microtibulos
membrana perifericos ( nexina)
plasmatica

. bragos de dineina
ligagdes
radiais

par de microtubulos
centrais ndo fundidos

bainha : ; T 100 nm
centrql Microtibulo A microtibulo B
L

|
par de microtibulos perifericos fundidos

Fig.3. Corte transversal de um cilio visto por microscopia eletrénica de
transmissao.



E possivel diferenciar tres tipos de microtibulos, os do tipo A e B que
formam os pares periféricos e os do tipo C que formam o par central. O microtubulo A
se apresenta cilindrico, sendo formado por 13 sub-unidades filamentosas longitudinais
e paralelas ao eixo do microtiibulo, chamadas de protofilamentos. O microtibulo B
acoplado ao A, € um cilindro incompleto com cerca de 10 protofilamentos. Cada par A
e B possui 3 ou 4 protofilamentos em comum; os microtibulos centrais (C)
apresentam-se formados por 13 protofilamentos.

O diédmetro dos microtibulos é constante nas vérias espécies que ja foram
estudadas (24 nm). Os microtibulos centrais sdo mais curtos que os periféricos. Ja o
didmetro dos protofilamentos ¢ da ordem de 4 nm sendo constituidos por duas
proteinas, a alfa-tubulina e a beta-tubulina, que funcionam como um dimero. O
axonema do cilio compreende mais de 200 proteinas diferentes, vérias das quais sdo
imprescindiveis para sua movimentagdo. Além da tubulina, encontramos outras
proteinas estruturais que formam os bragos, as ligagdes periféricas e radiais e a bainha
central.

Os bragos sdo constituidos por uma proteina, a dineina, que ¢ ativada por
ATP - Mg”. Ela estabelece contato intermitente com a tubulina do microtibulo
vizinho, gerando forgas. Estas for¢as promovem movimento de deslizamento entre
pares de microtibulos vizinhos, da ordem de 250A. Este deslizamento é limitado 2
metade do axonema em cada ciclo, permanecendo a outra metade inativa. O resultado
da agfo destas forgas leva a uma curvatura do cilio no sentido do batimento efetivo;
com a excitagdo da outra metade, o cilio volta & posigdo de repouso (teoria do “switch
point”), de Wais-Steider e Satir (Satir, 1992). Sob o ponto de vista morfolégico, os
bragos séo projegdes unilaterais dos pares periféricos; os dois bragos sdo assimétricos,
sendo o externo mais proeminente, podendo ser esquematizado por uma clava
inclinada para a base do axonema.

Na Fig. 4, apresentamos um modelo simplificado do deslizamento, e das
interagdes que se processam entre a dineina de um par AIB1 e a tubulina do par
vizinho A2B2. Os bragos podem estar na configuragdo relaxada, na presenga de ATP
ou tensionados, de maneira a estabelecer pontes fixas com a parede do sub-tiibulo B
vizinho. E nessa configuragdo que os bragos tracionam o par vizinho, produzindo um
deslocamento A¢, dirigido da base para o 4pice do axonema.
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Fig.4. Modelo do deslizamento entre os pares de microtibulos.

As ligagGes radiais sdo proje¢des filamentosas inseridas no tibulo A e
direcionadas ao par central de microtibulos. Estas sio proteinas de peso molecular de
118 K-daltons, tendo um comprimento de 36 nm com uma cabe¢a de 8 nm, sendo esta
sensivel a a¢do da tripsina.

As ligagBes periféricas sdo estruturas periddicas que unem os pares
periféricos em circunferéncia pela sua face interna; sio constituidas por proteinas de
peso molecular de 150 a 165 K-daltons que recebem o nome de nexina, cuja fungéo é
puramente estrutural, atuando como um limitador do deslisamento durante o ciclo de
batimento ciliar, determinando assim o 4ngulo do encurvamento ciliar.

A bainha central sdo proje¢des lineares periddicas ao longo do par central
de microtibulos, medindo 18 nm de comprimento e espagadas em intervalos de 14 a
16 nm. Essas projecdes séo diferentes em cada um dos microtubulos centrais, o tubulo
Cl tem projecdes pareadas com periodicidade de 32 nm enquanto o tibulo C2 tem
proje¢des simples com espagamento de 16 nm. Acredita-se que tais ligagdes sdo
responsaveis por manter os dois tibulos fixos durante o ciclo de batimento ciliar.



I.4. HIDRODINAMICA DO MOVIMENTO CILIAR

I.4.1. NUMERO DE REYNOLDS

Os organismos que fazem uso de movimento ciliar t€ém a superficie
revestida por uma populagéo de cilios, surpreendentemente idénticos, que executam
um movimento coordenado no tempo e no espago, de maneira a permitir o
deslocamento do animal através do meio fluido.

Esse movimento € determinado pelas equagdes de Navier-Stokes, que para
numero de Reynolds << 1 e pardmetro de frequéncia ¢ =1,  ( Lighthill, 1976) ¢
dada por:

1
EVp—nV2q=0 (1)

Vq=0 )

onde p € a pressdo, q a velocidade, p a densidade e m a viscosidade do meio que
devem ser consideradas constantes. Valores tipicos da densidade e viscosidade do
meio no qual os organismos se movem sdo 1g/cm™ e 10~ poise, respectivamente.

Antes de apresentarmos as equag¢des relativas ao movimento de
organismos aquaticos, € interessante ressaltarmos a importincia do numero de
Reynolds, na anélise em questdo. O numero de Reynolds é uma medida relativa da
razdo entre as forgas inercial e viscosa, isto é:

&= = 3)

onde v € a viscosidade cinematica, que para dgua é 10'2 cm 2/3 ; a € a dimenséo do
organismo que se move através do fluido com velocidade v, que pela relacdo de
Stokes € um corpo esférico; m e p sdo respectivamente, a viscosidade e a densidade
do fluido. Se o numero de Reynolds é grande a inércia é dominante entretanto, se é
pequeno (<<1 ) a viscosidade é o fator dominante.
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Quando estudamos organismos ciliados, devemos levar em consideragao
dois numeros de Reynolds, um devido ao organismo ( Rp ) e outro devido aos cilios
(R¢ ), isto é:

.é.v.p_y.d.v
n v

(4)

_L.lop r.lo
e o

(3

[+

onde L ¢ o comprimento do organismo, v € a velocidade de propulsio ,
ro= 0,125 pm € o raio do cilio, uma constante em todos os organismos ja estudados, /
¢ o comprimento do cilio; o = 2xnf € a freqiiéncia angular, sendo f a freqiiéncia do
batimento ciliar.

Para ciliados em geral o nimero de Reynolds para o organismo (Rp ) ¢é da
ordem de IO'1 enquanto para o cilio o nimero de Reynolds ( R¢ ) € da ordem de
10°* ( Purcell, 1977).

Isto mostra que o movimento desses organismos e de suas organelas é
essencialmente o estudo onde as forgas viscosas predominam sobre as forgas inerciais,
de forma que o termo relacionado a aceleragdo, pode ser desprezado. Assim, a
equacdo de movimento do organismo sera dada por:

d’r dr
e = 6mna T R,

m

(6)

onde representamos por Fc a forga devida aos cilios, quando os efeitos de
perturbagdo com o meio forem desprezados; podemos reescrever a equagdo 6 como:

F, = —6mna—
= ~6ma~_ ™

Assim a forga ciliar € equilibrada pela forga viscosa de tal forma que o
movimento € retilineo e uniforme. Por outro lado, o batimento ciliar depende
11



diretamente da temperatura do meio; como a velocidade de translagdo do organismo
estd relacionada com a freqiiéncia do batimento ciliar, a temperatura passa a ser um
pardmetro importante, que deve ser levado em consideragéo.

Se os cilios locomotores param de se movimentar, a equagio 6 se reduz a:

V
me=— (®)

onde B € a constante de origem viscosa e V a velocidade de translagdo do organismo
através do meio, cuja solugéo € dada por:

V(t)=V(0)exp.(-t/&) 9

onde V(0) é a velocidade inicial do organismo e ¢ =m/6nna ou 2a’p/9n para o
caso do organismo ser uma esfera ciliada.

Fazendo-se a = 1()'2 cm, p= lg/cm2 en= 1072 poise, & sera da ordem de
2,2.10"2 seg. Logo, a distdncia que o organismo pode deslizar sem gastar energia
quando os cilios locomotores param de bater, é da ordem de:

d= IV(t)dt = Vio)& =2210"em (10)
0

Isto mostra que ndo ha deslocamento quando os cilios locomotores deixam de se
movimentar.

I.4.2. MOVIMENTO DE UM ORGANISMO CILIADO

Para se estudar o movimento de organismos ciliados, utiliza-se o modelo
do “envelope” introduzido por Taylor (Taylor, 1951). Nessa aproximagdo, a
individualidade dos cilios é substituida pela agdo da onda metacronal. Dessa maneira,
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os organismos ciliados sdo tratados como uma fina lamina flexivel infinita bi-
dimensional, impermeével ao fluido, deslocando-se com velocidade constante em uma
diregdo, apresentando deformagdes periédicas em torno da posigdo y =0 (Fig.5).
Logo, as coordenadas de um ponto P ( Xg, Yg ) sobre a superficie da lamina serdo:

r4

x

Fig.5. Aproximacéo para uma superficie ciliada.

X, =X+a.cos(kx —ot - ¢) (11)
Y, = b.sen(kx — oot) (12)

Assim, a ldmina movimenta-se como uma combina¢io linear de ondas
progressivas, com velocidade de fase w / k com k > 0, e movimentos periédicos.
Derivando as eq. 11 e 12 com respeito ao tempo, determinaremos a velocidade do
ponto P, isto é:

u(X,,Y,.t) =X, =aosen(kx —ot—¢)  (13)
v(X,,Y,,t) = Y, = —bwcos(kx — ot) (14)

De forma que as equagdes de Navier-Stokes, para duas dimensdes,
aproximagcéo feita para o organismo ciliado, serdo dadas por:

%- %‘25:0 (15)
2opii=0 9
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v
ke L 17
+ay (17)

Para que a equagédo 17 seja satisfeita, é necessdrio que exista uma fungéo
WY tal que d¥ = udy - vdx, isto é,

(18)

Assim, tomando as derivadas cruzadas nas equagdes 15 e 16 e substituindo a
equagdo 18 obtemos:

ViViy=Viy=0 (19)

Logo, o problema se reduz a determinar uma fungéo bi-harménica ¥ que
satisfaga as eqgs. 13 e 14. Como partimos da suposi¢do de que a ldmina movimenta-se
uniformemente ao longo do eixo X, logo, em relago ao sistema de referéncia, temos:

oy

— — U = Const.(uniforme)

y

%—)0 quando y > © e -©=<X=<ow

Assim, cada ponto da lamina executa uma orbita periddica de acordo com as eqs. 11 e
12. A constante U da a velocidade de nado da ldmina, a ser determinada como uma
fung@o dos pardmetros da 6rbita e do balango dindmico implicito nas equagdes 15, 16
e 17. Para U >0 a lamina desloca-se para a esquerda. Logo, a solugdo pode ser escrita
como uma série de poténcia em bk ( a e b sdo considerados da mesma ordem). Isto
implica que a inclinagéo da ldmina é pequena, sendo esta dada por:

U= ok ( b+ 2abCos¢ - a’ ) (20)
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Assim, a lamina desloca-se para a esquerda ou para a direita conforme a
orbita. Sendo ¢ =0 e b> (v/2 - 1)a, U > 0, nesse caso a lamina movimenta-se para a
esquerda, oposta ao sentido de propagacdo da onda metacronica, portanto, em
metacronismo simplético, como no caso da Opalina. Quando ¢ =te a> (42 -
1)b, U <0: nesse caso a lamina movimenta-se para a direita em sentido oposto a
propagac¢do da onda metacronica, como no caso do Paramecium, que apresenta
metacronismo antiplético (Childress, 1981 ).

1.4.3.ESTUDO DO MOVIMENTO DE UM UNICO CiLIO

Nesta se¢cdo apresentaremos o estudo do movimento de um unico cilio
durante o ciclo de batimento; algumas aproximagdes sdo necessarias para a analise do
movimento da organela.

O batimento ciliar pode ser dividido em duas fases: uma efetiva ou batida
em forma de remo, na qual o cilio se move aproximadamente como um corpo rigido; a
outra € o esforg¢o de recuperagdo, no qual o cilio se afasta da superficie do organismo
com uma ligeira rotagdo ao redor de sua base. Na fase de recuperagdo o cilio ndo
oferece resisténcia ao movimento, conforme observagdes experimentais realizadas por
Holwill ( Holwill, 1966 ).

Fisicamente, podemos idealizar o cilio como sendo um filamento cilindrico
rigido, delgado, de comprimento / e de raio ry , que se movimenta com freqiiéncia
angular o pivotada em uma extremidade, formando um angulo 6 com a superficie, em
um meio de densidade (p) e viscosidade () constantes.

Na Fig. 6, mostramos um diagrama de um cilio, contendo os pardmetros
para o célculo da for¢ca e do momento.

7 ,
Fig.6. Diagrama de um cilio.
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A forga que age sobre um elemento infinitesimal do cilio (ponto S na Fig.6)
pode ser calculada pelo seu comprimento (ds), sua velocidade (V), a qual pode ser
medida por grava¢do em cinematografia de alta velocidade, e a viscosidade (n) do
meio. Assim, as componentes da for¢a na dire¢do normal (F,) e tangencial (F,) ao
longo do eixo ciliar, exercidas no ponto S do elemento, sdo dadas por:

dE; = G, m 'V ds (21)

df, = C,nV, ds (22)
onde V, e V., sdo as projecdes da velocidade no plano normal e tangencial ao
elementods, C, e C, sdo coeficientes superficiais de resisténcia devidos a a¢do de
foras viscosas durante o movimento. Gray e Hancock (Baba e Hiramoto,1970)

mostraram que para um filamento cilindrico delgado,de comprimento / e raio r, ,
movendo-se num meio de viscosidade 1, os coeficientes sdo dados por:

_ 4m (23)

(24)

A express@o para o torque () na base do cilio, foi calculada por Yoneda
( Baba e Hiramoto, 1970), para cilios de Mytilus edulis , como sendo:

T =on P R®) (25)

onde F(Z) ¢ uma fungio envolvendo o numero de Reynolds, sendo dada por:

R=)=>C, (26)
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O momento de inércia (I) ao redor do ponto S, do eixo ciliar devido a
forca exercida no ponto S é dado por:

dI= L Cos(0) dF, + L Sen(0) dF, 27)

onde L € a distincia entre S e Sy, ¢ O € o dngulo formado pelo segmento SS, ¢ a
tangente ao eixo ciliar em S. Integrando a eq.27 ao longo do comprimento do cilio e
substituindo as eqs. 21 e 22 obtemos:

S

1

I=33n J-L(V,1 cosO+ _2_V‘ sen0)ds (28)
S,

Da mesma maneira, a for¢a exercida sobre o cilio pelo fluido numa
dire¢do paralela a superficie do organismo (F,) é dada por:

F, =33n T(Vn cosd + % V, sen¢)ds (29)
Sy

onde ¢ € o angulo formado pela tangente ao eixo do cilindro e a normal a superficie do
organismo ( Baba e Hiramoto,1970 ).

1.4.3.1. TRABALHO RELATIVO A FORCA EFETIVA

Durante o ciclo do movimento, os cilios apresentam duas forgas distintas, a
forga efetiva e a forca de recobro. A forga efetiva ( F ) é a responsavel por propelir o
organismo no sentido oposto ao sentido de batimento, enquanto a forca de recébro
( Fr ) € a responsavel por afastar o cilio da superficie do animal até a posicéo inicial,
sem oferecer resisténcia a0 movimento do organismo.

Assim, o trabalho realizado pelo cilio contra a forga de origem viscosa
durante o batimento ciliar, pode ser dividido em duas partes: aquele devido a forca
efetiva e o outro devido & forga de recuperagdo. Na Fig.7 apresentamos um diagrama
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de um cilio durante o esforgo efetivo (Fig.7-a) e durante o esfor¢o de recuperacéo
(Fig.7-b) idealizados para analise matematica ( Sleigh, 1969 ).

(a)

(b)

Fig.7. Diagrama de um cilio durante o batimento efetivo (a) e durante o
esforgo de recuperagio (b).

A forga exercida sobre um elemento (dy) da organela, (Fig.7-a), girando ao
redor de uma das extremidades com velocidade angular () constante, na diregédo
normal € a forga efetiva dada pela eq.21, isto é:

dFg =C, no y dy (30)

onde fizemos a substituicio de V, por wdy. Multiplicando essa equacdo pela
velocidade, obtemos a poténcia realizada pelo cilio, durante o esforgo efetivo, isto é:

dP = C, n(oy)’ dy 31)

O trabalho realizado pelo cilio durante o esforco efetivo contra a forca
viscosa € obtido integrando-se a eq.31, ao longo do comprimento do cilio ( /),
multiplicado pelo tempo necessario para que o cilio realize o batimento efetivo (tg),
isto é:

W, = —C no’l’t, (32)
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1.4.3.2. TRABALHO RELATIVO A FORCA DE RECOBRO

Durante o esfor¢o de recuperagdo o cilio sofre curvaturas ao longo de seu
comprimento. Assim, devemos considerar o trabalho devido a for¢a de recuperagio na
regido retilinea e na regido arqueada (Fig.7-b) durante o rec6bro.

Na regido retilinea o cilio movimenta-se com velocidade (V,) paralela ao
seu eixo, de forma que em qualquer instante a forga ( forca de recuperacdo) sobre o
elemento dx a uma distdncia x da extremidade livre do cilio, sera dada pela eq.19,
onde substituimos dS por dx isto é:

dF = C,nV, dx (33)

Logo, multiplicando essa equagéo pelo tamanho do cilio na regifo retilinea
(L - x), onde L é o comprimento total do cilio, e integrando ao longo de L, teremos o
trabalho realizado pela for¢a de recuperagdo nessa regido (Wy), isto é:

)

WR=2

CnVv,L? (34)

Para se calcular o trabalho realizado pela forga de recuperagdo na regido
curva do cilio, Fig.7-b, consideremos o elemento de arco ds, que se move com uma
velocidade constante (V). Esta velocidade apresenta duas componentes, uma paralela
ao eixo e outra tangencial ao arco em ds; O € o angulo formado entre o eixo de
referéncia (base ciliar) e o elemento de arco considerado, ds.

Assim, a for¢a dN, normal ao elemento de arco ds é dada por:

dN =C,n V Sen (0) ds (35)
sendo a forga tangencial dada por:
dT=C,nV(1+Cos0)ds (36)

Multiplicando a eq. 33 pela velocidade (V) , e integrando de 6, a 0,
determinamos a poténcia da for¢a de recuperagio que, multiplicada pelo tempo  (tg)
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que o cilio leva para se recuperar durante a fase de recébro, fornece o trabalho
realizado na regido curva ( W) devido a esta forga, ou seja:

5 1
W, = CthZrTr|i-2—(62 -0,)- Z(senfze2 —sen26,)+2(senB, —senH, )] (37)

Na deducéo dessa equagdo substituimos ds por rd® (Sleigh e Holwill, 1969).

20



CAPITULO II
MATERIAL E METODOS

IL.1. O ORGANISMO SELECIONADO

O estudo foi feito com Macrostomum tuba (Platyhelminthes, Turbellaria,
Macrostomida) coletados na Cidade Universitaria, principalmente nos tanques da casa
de vegetacdo do Instituto de Boténica, sendo mantidos no laboratério a temperatura
ambiente, durante algumas semanas, em cubas de vidro. A espécie foi bem descrita no
Brasil por E. Marcus (1946).A escolha por tal organismo residiu principalmente no
fato de que como todo turbeldrio, possui uma ciliatura densa, usada na locomogéo;
além disso, estes animais revelaram-se de manutencéo facil no laboratério.

Os seguintes procedimentos foram aplicados:

1) analise do movimento ciliar e medi¢éio da frequéncia do batimento por
microscopia de luz, com fonte estroboscépica.

2) registro do deslocamento do animal por meio de filmagem em video.

3) caracterizagdo das ondas do movimento ciliar e da ultra-estrutura dos
cilios em material preservado, através de microsocpia eletronica de transmissdo e de
varredura.

I1.2. FREQUENCIA DO BATIMENTO CILIAR

A frequéncia do batimento ciliar foi determinada utilizando-se o método
estroboscopico de Gray (1930). Uma fonte de luz estroboscopica (Pasco Scientific,
modelo SF 9211) com frequéncia varidvel de 5 a 160 Hz, foi adaptada a um
microscopio de luz Leitz Ortholux. Variamos a frequéncia da fonte no intervalo de 6 a
17Hz. A ampliagéo optica foi fixada em 100 X, durante estas medigdes.

Os animais eram inicialmente limpos em 4gua do tanque filtrada, e
transferidos para uma lamina escavada com agua; usamos algumas fibras de algoddo
para aprisionar os individuos em observacdo, minimizando sua movimentagio
durante o registro da frequéncia de batimento. Foram tomadas medidas da fraquéncia
dos cilios em diferentes regides de cada animal analisado.

Apos a focalizagio da borda ciliada, variava-se a frequéncia da luz
estroboscopica de modo decrescente, até se encontrar a frequéncia para a qual ndo
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mais se observava qualquer movimento ciliar; esse procedimento era repetido dez
vezes para melhorar a reprodutibilidade de cada leitura.

Além de 4gua filtrada do meio, foram utilizados meios de diferentes
viscosidades, procurando assim avaliar o efeito da viscosidade sobre o movimento
ciliar. Utilizzmos duas substancias orgénicas de origem vegetal, o agar-agar e a metil-
celulose, por serem quimicamente inertes. A partir das substancias em pd, foram feitas
dilui¢oes de 0,05 até 0,90 % em agua filtrada do meio. A viscosidade destas solugdes
foi determinada com um viscosimetro de Hopper, no Instituto de Quimica da
Universidade de Sdo Paulo (Tabelas I e II).

A frequéncia foi determinada para cerca de 100 animais, sendo 40 em
solugdes de agar-agar e 30 em metil-celulose; cada medida foi repetida 10 vezes para
reduzir o erro da  leitura. As medidas da frequéncia do batimento ciliar, foram
realizadas ao longo da regido posterior, central e anterior de cada animal.

IL.3. VELOCIDADE DE TRANSLACAO

Utilizou-se uma filmadora Panasonic semi-profissional modelo AF-XG,
montada sobre um tripé, a uma distancia de 3,0 m da tela de projecfio. Os animais
eram colocados em uma placa de Petri contendo a solucéo escolhida, e levados a um
retro-projetor. Foram filmados mais de 300 animais, considerando apenas aqueles
que se deslocavam em linha reta. Para minimizar o efeito de temperatura, a filmagem
em cada solugéo, foi tomada a intervalos de tempo descontinuos, desligando a fonte
de iluminagdo a cada 10 segundos de filmagem, até que o equilibrio térmico fosse
novamente atingido.

Determinamos a velocidade de translagdo de 160 animais submetidos as
varias solugdes de agar-agar e de 140 animais nas solucdes de metil-celulose. Para
cada animal filmado, realizamos dez medidas de tempo de translacdo, s6 levando em
consideragdo para efeito do calculo da velocidade, organismos que se deslocavam no
fundo da placa de vidro, ao longo de trajetérias retilineas e que permaneciam
focalizados durante o trajeto.O calculo da velocidade foi feito em projecdes do filme,
com uma amplia¢do de 5X. Estes dados foram usados para levantamento dos graficos
I alll.
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I1.4. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Estudamos os cilios isolados dos Macrostomum tuba através da técnica de
"coloragdo negativa" de rotina, usando uma solugio a 1% de acetato de uranil, pH
4,2 oude 1% de fosfotungstato de potassio em pH 7,0 (Robinson e outros, 1987).

Os cilios de animais previamente banhados em 4gua destilada, foram
coletados diretamente em telas proprias para observagdo em microscopia eletronica
de transmissdo, revestidas com filme de nitrocelulose e recobertas com carbono.
Acrescentou-se uma gota da solucéo corante, e depois de 1 a 2 minutos removeu-se o
excesso. As amostras ficavam secando ao ar por alguns instantes, sendo levadas a
observag@o no microscépio eletronico de transmissdo (MET) Siemens Elmiskop 101,
operando com uma tensdo aceleradora de 100 kV.

Néo foram feitos cortes ultra-finos especialmente para este trabalho;
entretanto, com finalidade comparativa, estamos incluindo imagens ja disponiveis de
trabalho anterior (Aragdo e Silveira, 1995). Este material fora fixado em glutaraldeido
e tetroxido de 6smio, emblocado em Polybed e cortado para observagdo por MET.

IL.5. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Para estudo por microscopia eletronica de varredura (MEV), os animais
foram  estabilizados de modo a preservar em tres dimensdes a cobertura ciliar
superficial original, tornando-a resistente as condi¢des de vacuo do microscopio. A
organizagdo dos cilios na superficie desses animais é facilmente destruida, sendo
essencial que a fixagdo seja rapidamente processada.

Selecionamos o fixador de Tamm e Tamm (1981) depois de algumas
experiéncias iniciais com varios outros fixadores convencionais. Este fixador proveé
uma penetragdo instantidnea no material, preservando assim os cilios superficiais na
posi¢do do batimento (Tamm e Tamm, 1981).

A fim de evitar efeitos de carga durante a observagio no MEV, o
material inicialmente fixado de acordo com Tamm e Tamm (1981), foi em seguida
tratado pelo método de impregnagdo metdlica com tetroxido de ésmio (método
"OTO", de acordo com Kelley e outros, 1973). A composicdo destas solugdes
fixadoras e o roteiro usado consistiram no seguinte:
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1. Fixador de Tamm e Tamm (0,5 ml de glutaraldeido a 25% + 5.0 ml de
tetroxido de 6smio a 2% + 2,0 ml de tampdo cacodilato de sédio 0,1 M pH 7.4 + 1.2
mg de cloreto de sédio). Tempo de fixagao por 15 min, na geladeira.

2. Lavagem das pegas durante 30 min, em solugdo tampéo de cacodilato de
sodio, pH 7,4.

3. Pés-fixagdo com 2,5 % glutaraldeido em tampao cacodilato de sodio, pH
7,4 durante 24 h.

4. Lavagens prolongadas (usualmente por uma noite), na mesma solu¢&o
tampd&o.

5. Impregnagdo com tio-semi-carbazida a 1% em éagua destilada, durante
10 min, seguida de nova passagem por tetroxido de 6smio aquoso a 1%.

6. Lavagens cuidadosas em agua destilada, seguidas de desidratagdo com
etanol em concentragdes crescentes e secagem das amostras pelo método do ponto
critico, usando CO,.

7. O material seco foi montado nos suportes de MEV com fita adesiva
dupla-face, recoberto com carbono em alto vacuo usando um evaporador Kinney KSE-
2, e com ouro por "sputtering" no equipamento Edwards S-180.

IL.6.PREPARACOES DE CRIO- FRATURA

Com a finalidade de se observar o perfil dos cilios e as ondas
metacronicas, foram feitas preparagdes de crio-fraturas em etanol (método de
Humphreys e outros, 1974), usando pegas ja preservadas pelo método descrito acima
(Tamm e Tamm, seguido de OTO). O roteiro completo consistiu no seguinte:

1. As pegas preparadas como acima e desidratadas em etanol a 100%
foram  encapsuladas em Parafilm e mergulhadas em nitrogénio liquido, ai
permanecendo imersas até seu congelamento completo.

2. Em seguida, os bloquinhos congelados foram transferidos para uma
superficie metélica, também mantida a temperatura do nitrogénio liquido e fraturados
com navalha de ago.

3. Os fragmentos assim obtidos foram descongelados, novamente lavados
em etanol 100% e sécos pelo método do ponto critico.
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O estudo foi realizado com o microscépio eletronico de varredura Jeol
JSM-840 A, sob tensdo aceleradora de 5 a 25 kV.

I1.7. EXPERIMENTOS DE ABLACAO CILIAR

Um problema com que nos deparamos logo no inicio de nossas
experiéncias, diz respeito a  alta densidade ciliar na superficie dos animais que
estamos estudando. Isto dificultava o entendimento das fases de batimento ciliar,
tornando dificil a identificacdo dos detalhes de interesse nas preparagdes examinadas
por microscopia eletronica de varredura. Assim, passamos a submeter os animais a
diferentes processos de ablagéo ciliar, tanto in vifre como in vive , conforme descrito
adiante.

I1.7.1. ABLACAO in vivo

1) Hidrocloreto de Dibucaina (método de Thompson e outros, ap.
Satir e outros, 1976)

Os animais coletados em cubas contendo agua filtrada, eram inicialmente
lavados para remogdo de quaisquer detritos e submetidos ao tratamento com
hidrocloreto de dibucaina ( Sigma, diluida a 10-3 em &agua filtrada) por tempos
maximos de 2 minutos.

Os animais ficavam imoéveis dentro deste intervalo, indicando que a
dibucaina havia removido os cilios locomotores; essa etapa era monitorada por
microscopia de luz. Em seguida, o material era preparado para observa¢do no
microscopio eletronico de varredura de acordo com o seguinte protocolo:

1. Fixagcdo em tetroxido de 6smio a 2% por 2 minutos.
2. Lavagem em tampdo cacodilato de sddio por 1 hora.
3. Pos-fixagdo em glutaraldeido a 25% por 2 horas.

4. Lavagem em tampéo cacodilato de sodio por 1 hora.
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5. Desidratagdo e secagem pelo método do ponto critico como descrito acima.

2) Descarga elétrica

Os animais contidos em uma placa de Petri contendo um filme de agua
filtrada do meio duas vezes, foram submetidos a uma descarga elétrica, usando uma
diferenca de potencial variavel de 4,7 V a 18,3 V. Esta ddp correspondia a passagem
de uma corrente elétrica através do animal de 1,6 mA a 7,4 mA respectivamente,
aplicada durante 1 seg. Para tanto, usamos um circuito dotado de um multimetro
digital ICEL MD 4500 e de um potenciémetro VARIAC, Sociedade Técnica Paulista,
com entrada e saida de 220V e 6,3A.

Durante a passagem da corrente elétrica, os animais ficavam paralisados,
sendo imediatamente fixados com o fixador de Tamm e Tamm “modificado” (sem
NaCl), conforme ja descrevemos para preparagdes de microscopia eletrdnica de
varredura.

IL.7.2. ABLACAO inyitro COM ULTRA-SOM

Obtivemos remogéo mecanica dos cilios, fazendo uso de ondas de ultra-
som com poténcia variavel. Os tempos usados foram muito curtos, devido a fragilidade
dos organismos, que mesmo estando fixados, mostraram-se muito sensiveis.

Ap6s a fixagdo com o fixador de Tamm e Tamm, seguida do método OTO
e a desidratagdo até o alcool absoluto, os animais foram submetidos a a¢do de ondas
ultra-sénicas, em um aparelho modélo T-S 86 da Sonicor Instruments Corporation,
utilizado para diluigdes quimicas. Os organismos eram colocados em cubas
hermeticamente fechadas e submetidos as ondas de ultra som, durante 1 a 10
segundos. Em seguida, eram secos pelo método do ponto critico e cobertos com ouro,
como se descreveu acima.
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CAPITULO III

RESULTADOS

Pudemos reconhecer no animal vivente, dois mecanismos de
movimenta¢do: a) um movimento de translagdo ou deslisamento suave e bastante
rapido, sobre o substrato, promovido pelo revestimento ciliar, e b) um movimento de
deslocamento livre através da 4gua, que denominamos "natagdo", no qual estdo
envolvidos tanto os cilios como a musculatura. Apenas a primeira modalidade esta
sendo considerada neste trabalho.

Macrostomum tuba € inteiramente recoberto por um epitélio ciliado, porém
se admite aqui, como hipdtese de trabalho, que a maior intera¢do com o meio se deve
a ciliatura ventral, que € a mais desenvolvida. Esta superficie ventral, achatada, entra
em contacto com o substrato, e os cilios que a revestem dirigem um filme de 4gua no
sentido anterior-posterior, executando um trabalho coordenado, que resulta no impulso
de tras para diante, do animal. Estas conclusdes puderam ser comprovadas por um
experimento simples, que consistiu em observar, sob microscopia de luz, o
deslocamento de particulas opacas como negro de fumo, dispersas no meio aquoso
onde o animal se movimentava.

O movimento de translagdo do animal, registrado em filme de video,
permitiu medir-se a velocidade média de uma populagdo de cerca de 300 individuos,
em agua filtrada do meio, em agar-agar e em metil-celulose. Para o deslocamento em
agua (viscosidade n = 1,00 cp), obteve-se um valor médio de (4,4 + 0,3) mm/s. A
incerteza (7%) destas medi¢des, deve-se provavelmente ao fator temperatura; apesar
dos cuidados tomados durante as filmagens, ndo foi possivel manter constante em
20°C a temperatura do meio (vide Material e Métodos).

O mesmo movimento de translagdo, registrado em video para as solucdes
de metil-celulose e de agar-agar, mostrou uma correlagdo inversamente proporcional
entre a velocidade de deslocamento, e a viscosidade do meio, conforme demonstra o
grafico 1.
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Gréfico 1. Velocidade de translagdo em fungio da viscosidade.

As duas curvas sdo bastante semelhantes, porém o efeito da metil-celulose
revelou-se mais acentuado. A velocidade maxima de deslocamento obtida a partir da
agua, foireduzida exponencialmente até menos da metade quando se mudou o meio
para as viscosidades mais altas que puderam ser usadas.

A equacgdo de ajuste indicada abaixo foi utilizada para o tragado das curvas

do Gréfico I,
Vi=V,+Aexp.[-(n-Nn,)/B]

onde: n, = 1,02cp; V, = 1,80 mm/s ; A =2,63 e B = 0,69 para agar agar e
Mo = 1,04cp; V,=1,55mm/s; A=2,56 ¢ B=0,53 para a metil celulose, sendo
A e B constantes determinadas através do ajuste das curvas.
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11.1.FREQUENCIA DO MOVIMENTO CILIAR

As ondas promovidas pelo batimento ciliar sdo perfeitamente discerniveis
no organismo vivo, observado sob microscopia de luz estroboscdpica, ou sob contraste
de fase. Para as medi¢des da frequéncia das ondas, excluiu-se a superficie dorsal, por
ser altamente convexa, inviabilizando o registro.

Assim também no animal fixado e preservado para MEV, levamos em
consideragdo apenas a ciliatura visivel ao longo de toda a volta do animal, e aquela
da face ventral, plana.

O gréfico II, equaciona os dados obtidos para a frequéncia do batimento
ciliar para a 4gua e para as solugdes de metil-celulose e de agar-agar.
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Grafico II. Frequéncia do batimento ciliar em funcéo da viscosidade.
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O batimento dos cilios, em agua do meio, ¢ da ordem de 16 Hz, valor este
obtido de um grande niimero de ensaios, com diferentes organismos. Quando o meio é
substituido, ocorre também uma redugdo acentuada da frequéncia, em funcdo da
viscosidade, conforme mostram as curvas de ajuste dos dados experimentais. Acima
de 4 cp para o agar-agar, ¢ de 2 cp para a metil-celulose, o batimento ciliar €é
insuficiente para promover o deslocamento do animal.

A equagdo de ajuste para a metil-celulose e agar-agar da frequéncia do
batimento ciliar em fungéo da viscosidade é apresentada abaixo:

f=1,+Pexp.[-(m-no)/Q]

onde: f,=6,46Hz; ,=1,09 cp; P=8,45 ¢ Q=1,19 para agar agar e f,=8,35Hz;
Mo =1,03 cp; P=6,79 e Q= 0,44 para a metil celulose, sendo P e Q obtidos pelo
ajuste dos dados experimentais.

Os fixadores quimicos de agdo instantinea aqui empregados, imobilizaram
as ondas metacronicas adequadamente, tornando-as acessiveis ao estudo por MEV.
As Figs. 8A ¢ 8B mostram em uma vista geral, que os cilios responsaveis pelo
deslocamento do animal apresentam-se distribuidos com certa regularidade na
superficie ventral, definindo alguns "campos" onde os cilios se movem na mesma
orientagdo, indicadas pelas setas na Fig. 8C. As setas portanto, mostram o sentido do
deslocamento da agua promovido pelo batimento ciliar.

Em aumentos maiores (Fig.9), nota-se que estes campos sdo resolvidos em
"ondas" correspondentes a conjuntos de cilios que foram imobilizados nas diferentes
fases do ciclo de batimento. Em relagdo a abertura bucal (B), que é a estrutura mais
notdria da face ventral, observa-se que a frente desta (A), as ondas sio menos
definidas que atras (P), embora em ambas regides, a dire¢do de propagacéo das ondas
coincida com o eixo longitudinal do animal elas se dirigem da extremidade anterior,
para a posterior, indicando portanto um deslocamento do fluido do meio, nessa
diregdo. Isto promove entdio um deslocamento do animal para a frente.

Lateralmente a boca, notam-se ondas mais curtas, dirigidas obliquamente
da periferia para o centro ( Figs.8 A, 9).  Cilios localizados préximos a boca sdo
supostamente transportadores de alimento em suspensdo para a cavidade bucal. Nestas
regides € comum observar-se material particulado disperso junto aos cilios (Figs.16,
17, setas). Cilios que revestem a orla bucal, formam ondas radiais, com as cristas
dirigidas para o interior da cavidade (Fig.10). Pode-se notar aqui, uma configuragdo
em forma de franjas, bem demarcadas. O espagamento entre as unidades da franja é
de 2,5 pm.
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A cauda em forma de espatula, é também ciliada, mas apresenta-se quase
sempre dobrada, nos animais fixados, dificultando o exame da superficie ventral (Figs.
8A, 8B, 9); em preparagdes favoraveis pode-se notar nesta regido a distribuicdo dos
cilios entre estruturas adesivas, em forma de papilas . Uma vez acionadas, estas
papilas fixam o animal ao substrato e impedem seu deslocamento (Tyler, 1976;
Silveira e Aragdo, 1993). Por dificuldade de acesso entretanto, a ciliatura desta regido
ndo foi considerada no presente estudo.

Como ja se definiu no Cap.1, cilios que se encontram na mesma fase do
ciclo de batimento definem um sincronismo de agdo; cilios em sincronismo podem
estar inseridos lado a lado, na mesma fileira, ou em fileiras sucessivas ao longo da
diregdo de propagacdo da onda. Cilios adjacentes a estes, inseridos em fileiras
perpendiculares, estardo em metacronismo, isto é, em fases ligeiramente diferentes do
ciclo de batimento. Estas fases sdo bem definidas por exemplo, nas Figs. 15 e 25.

Com estes conceitos se pdde medir o comprimento de onda (A) da onda
metacronica, diretamente nas imagens de MEV. O comprimento de onda
corresponderd ao intervalo entre cilios que se encontram em sincronismo, em duas
frentes de onda sucessivas, ex. Figs. 11, 12, 13. Na Fig. 11 ¢ nitida a posi¢do dos
extremos do ciclo do movimento: cilios em fase efetiva (E) sdo paralelos a superficie
da célula, e cilios em recobro (R) sdo inclinados quase perpendicularmente 2
superficie.

Com base em medidas realizadas englobando inimeras ondas, tomadas de
diferentes imagens, de diferentes campos, obteve-se um valor médio para o
comprimento de onda, de 4 a 5 um . Este valor foi usado nos célculos da velocidade
de propagacgdo das ondas metacrdnicas na superficie do M. tuba.

O grafico III, representa o ajuste dos dados experimentais entre a
velocidade de propagagdo da onda metacronica e a velocidade de translagdo do
organismo através do meio. Observa-se que a velocidade de translagdo do animal é
diretamente proporcional a velocidade de propagacdo da onda metacrénica.
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Grifico III. Velocidade de propagagdo da onda metacronica em fungdo da velocidade
de translagédo

Para o ajuste dos dados experimentais utilizou-se uma regressdo linear , sendo a
equagdo de ajuste apresentada abaixo.

Vw = Vwo + kVt

onde: V= (11,05 + 4,53) pm/s e k = (15,38 £ 1,78) para agar-agar e V,, =(18,0 +
3,9) um/s e k=(13,44 £ 1,19) para a metil celulose, sendo k o coeficiente angular

da reta determinado através do ajuste dos dados experimentais.
Vé-se que quando o animal estd se deslocando em 4gua filtrada do meio,

com velocidade da ordem de 4,5 mm/s, os cilios estdo gerando ondas metacrénicas da
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ordem de 78 um/s, ou seja, as ondas sdo propagadas com velocidade cerca de 60
vezes maior que a velocidade do animal. Referindo-nos a Tabela I, vemos que esta
velocidade de deslocamento corresponde a uma frequéncia do batimento dos cilios
de 16 Hz.

A amplitude da onda é da ordem de Sum, isto é, equivale ao comprimento
do préprio cilio (4 a 5 um). Para medir este pardmetro, através da MEV, dependemos
da observagdo do perfil de onda completo. Conseguimos apenas algumas medidas,
devido as condi¢des pouco favoraveis para se observar esse perfil, ex., Figs. 22 e 23.
As frentes de onda mais nitidas foram observadas ao longo do eixo anterior-posterior;
ondas de pequena extensdo, mas igualmente nitidas, sdo encontradas lateralmente a
boca, nas areas assinaladas (L) nas Figs. 8A e 9.

As Tabelas I e II resumem os dados numéricos experimentais, a respeito da
frequéncia do batimento ciliar, da velocidade de translacdo do organismo e da
velocidade de propagagdo das ondas metacronicas, calculadas em fungio da
viscosidade do meio.

. Meio = - Agin' L i
n (Cp) 1.0 1.4 4.0
foe (Hz) 15.6%09 | 13.1*0.7 | 10.9T08 | 85%f06 7907 | 71*0S5
Vi(mm/s) 4.4%0.3 3.6%¥0.2 2402 | 21r01 1.9%0.1 18101
Vw(pum/s) 78.0%45 | 65.5%35 | 545%40 | 425*3.0 | 39.5%35 | 35.5%25

Tabela I. Dados referentes as solugdes de Agar agar.

SR

o Meio ol Agae’d b ek s Metil=Celulose <o, - h, Tt
n (Cp) 1.0 1.1 1.2 1.4 1.6 2.0
fbe ( Hz) 15.6%¥0.9 | 14.1*1.0 | 12.7%20.9 | 11.4*1.0 | 10.2%08 | 9.0*1.1
Vi{mm/s) 443703 | 38%02 | 34%02 | 3.1%.2| 23%*2 | 20%0.1
Vulum/s) 78.0%4.5 | 70.5%5.0 | 63.4%¥45 | 56.9*5.0 | 50.8%40 | 45.0*55

Tabela II. Dados referentes as solucdes de Metil Celulose
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III.2.AS FASES DO BATIMENTO CILIAR

A alta densidade ciliar na superficie ventral de M. tuba dificultou
efetivamente a visualizagdo do perfil ciliar na superficie do animal. Imagens como
aquelas das Figs. 11, 12, 13 sédo suficientemente nitidas para medidas do comprimento
de onda, como indicado. Por outro lado, muitas preparagdes, especialmente de
criofraturas em etanol, resultaram favoraveis para caracterizar com clareza as fases
do batimento ciliar que estdo dando origem as ondas metacronicas.

A Fig. 14 ilustra uma sucessdo de organelas na posigdo de batimento
efetivo, onde cada cilio se encontra em uma posi¢do ligeiramente mais avancada que
o precedente, ex. cilios marcados de (1) a (4), e portanto, correspondendo a fileiras
de cilios em metacronismo; a onda se desloca da esquerda para a direita, nessa
imagem. Nota-se que estes cilios dobram-se quase retilineos, rigidamente, da posi¢io
de repouso (0) para uma posi¢do de méaxima inclinagfo, a quase 30° em relagfio a
superficie celular. E nesta fase portanto, que os cilios executam o trabalho de
propulsdo da agua.

A Fig. 15 ilustra cilios na posi¢do de recobro do movimento: observa-se
uma curvatura acentuada na base, que chega a formar dngulos de 120° com a
superficie horizontal. Esta flexdo, que se propaga da base para o apice, faz com que o
cilio recupere gradativamente a posigdo de repouso (que nio é necessariamente a 90°
com a horizontal). Elementos em sincronismo ( S —) estdo situados em fileiras
perpendiculares ao metacronismo (M «<——). A posigdo de repouso fica intercalada
justamente entre estes dois extremos, exemplificada pelos cilios da Fig 16.

II1.3.A ULTRA-ESTRUTURA DO CILIO DE M. tuba

Do ponto de vista da ultra-estrutura, todos os cilios epiteliais de quaisquer
regides do animal, sdo idénticos. Preparagdes como aquelas ilustradas nas Figs.16 e
17, obtidas por criofratura, demonstram claramente a forma e as dimensées dos cilios
individuais, inseridos na superficie celular. Eles medem cerca de 5 um de altura, tendo
um calibre constante ( 0,25um), apenas afilado na extremidade distal.

Cada cilio tem inser¢do em um "corpusculo basal", localizado na superficie
celular, por sua vez ancorado em raizes ciliares. Esta transicdo pode ter estrutura
complexa, internamente.

Externamente porém, ndo se distingue a transi¢do axonema/corpusculo
basal; mas quando o cilio é removido, acidental ou intencionalmente, sempre se
destaca na mesma altura, ficando apenas o corplisculo basal inserido na membrana
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(Fig.29 e segs.). Isto indicaria a existéncia de uma zona preferencial de fratura, isto €,
de menor resisténcia fisica.

Em preparagdo de coloragdo negativa (Figs. 19 e 21) os elementos
microtubulares do axonema sdo espalhados em um feixe divergente, a partir de um
anel mais ou menos difuso. Aparentemente, este anel corresponde a zona de
"transi¢do" acima do corpusculo basal, nitidas nos cortes ultrafinos.

Nas Figs. 18 € 20 se pode notar claramente a periodicidade transversal
correspondendo aos "raios" (seta preta) do axonema. Outras projegdes periodicas
junto ao par central (bainha central) sdo indicadas pela seta branca, obliqua ( Fig. 21).

Um corte ultra-fino da regido de inser¢do do cilio na célula mostra além do
corpusculo basal (CB) e axonema (A), um sistema de raizes estriadas (R): uma
raiz principal, perpendicular a superficie da célula, e uma raiz que segue curso quase
paralelo a esta mesma superficie. Pode-se notar que o corpusculo basal fica saliente
acima da membrana. Cortes transversais destes axonemas, ndo ilustrados aqui,
conformam-se ao modelo esquematizado na Fig. 3.

II1.4. O PERFIL DA ONDA METACRONICA

As Figs. 22 e 23 mostram em perfil, cilios da borda lateral do animal,
correspondendo a regides de onde foram tomadas medidas da frequéncia do batimento.
Pode-se identificar a forma dos cilios individuais, imobilizados em diferentes fases do
ciclo de batimento. Aqueles numerados de (1) a (4) na Fig. 22, estdo em fases
sucessivas do batimento:efetivo (1) cilios supostamente em repouso (0) e cilios em
posigdo de recobro (2,3,4). Nem sempre entretanto, estas fases sdo prontamente
identificaveis, devido a alta densidade de cilios presentes. Comparando-se com as
imagens obtidas para alguns protozoarios, processados simultaneamente com nosso
material, tem-se uma idéia do grau de complexidade enfrentado no caso do turbelario
que escolhemos para estudar.

Em Paramecium sp. (Figs 24 e 25), onde a ciliatura é comparativamente
rala, e as cristas de ondas s@o obliquas (setas), se pode medir com bastante facilidade
o comprimento de onda (A = 10 um); pode-se ainda, identificar os cilios
individualmente inseridos na pelicula: Fig. 25 (S—) indica dire¢do de sincronismo e
(M—) indica a de metacronismo.

Também na regido oral ("citdstoma") de um outro protozoario (Fig. 26)
observam-se nitidamente trés frentes de onda, em sequéncia, A,B,C. Na onda A,
uma unica fileira de cilios exibe todo o ciclo desde a posi¢do efetiva (E), até o
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recobro ( R). Cilios da fileira B exibem ainda, rotagdo na base, durante o recébro (<).
Na fileira C, os cilios estdo imobilizados em sincronismo, na fase de repouso.

As ondas metacronicas de M.tuba, ao contrario, puderam ser melhor
analisadas apds remogdo parcial dos cilios. Os varios tratamentos e agentes usados
para esta finalidade, mostraram-se eficazes, dentro de certos limites: criofratura em
etanol, acdo de anestésico (dibucaina), ultra-som e descarga elétrica.

I11.4.1. Crio-fraturas em etanol

Neste método, o material é fraturado a temperatura do nitrogénio liquido, e
os planos de fratura ndo podem ser controlados. Planos favoraveis para a observagéo
do perfil das ondas foram entretanto encontrados, e ofereceram imagens limpas, de
6tima resolugdo dos cilios, cortados em varias orientagdes. As Figs. 14 e 28 mostram
cilios que foram fraturados proximos a base, ao lado de outros integros. Com planos
de fratura verticais, o perfil das ondas pdde ser reconhecido (ex. Figs.14 e 27); ao
contrario, a Fig. 28 mostra em plano de fratura inclinado, a superficie celular com
cilios e microvilosidades salientes.

I11.4.2. Hidrocloreto de dibucaina

Nas condi¢des usadas, a dibucaina ndo produziu os efeitos esperados, tal
como acontece com protozodrios (Satir e outros, 1976). Concentragdes baixas do
anestésico foram insuficientes para remover quantidade esperada de cilios e assim
expor a superficie para estudo. Além de ser um anestésico topico, o hidrocloreto de
dibucaina aparentemente estimulava um excesso de secre¢do em M. tuba, a ponto de
camuflar os cilios (Aragdo e Silveira,1993). Doses altas revelaram-se letais, fazendo
com que os animais se contraissem e ficassem disformes. Uma preparagdo bem
sucedida é apresentada na Fig. 15, ilustrando remogéo parcial de cilios, em uma frente
de onda bem fixada (Aragéo e Silveira, 1993).

II1.4.3. Ultra-som

A remocgdo dos cilios foi eficaz para tempos curtos de exposi¢do ao ultra -
som, de 1 a 10 segundos. O ultra-som aplicado a material préviamente fixado e ja
imerso em etanol absoluto, removeu quantidade adequada de cilios, expondo dessa
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maneira a superficie "limpa". Na Fig. 29 observa-se uma regido completamente de-
ciliada, confinada com outra 4rea ainda provida de muitos cilios. Na Fig. 30, onde o
ultra-som foi aplicado a uma amostra congelada em nitrogénio liquido, a remogéo foi
diferenciada: todos os cilios estdo fraturados, porém em diferentes alturas. A Fig.31
corresponde & borda lateral de um individuo de onde foram tomadas medidas de
frequéncia, com o microscopio de luz. Houve remogéo total dos cilios e de granulos de
secre¢do conhecidos como "rabditos" (aberturas maiores,*) conferindo um aspecto
granuloso a superficie. O mesmo resultado foi notado com 10seg de tratamento, na
regiio dorsal (Fig. 32), mostrando o perfil poligonal das células epiteliais. Em
aumentos maiores nestas preparagdes, vé-se detalhes do corplsculo basal de cada
cilio, e respectiva raiz (Fig. 33). Na Fig. 34 pode-se comparar o corpusculo basal
remanescente com as microvilosidades, também salientes. Em superficies como
estas, completamente expostas (Fig. 34), foram feitas contagens da densidade ciliar,
obtendo-se o valor de 200 cilios/célula (aproximadamente 16 cilios /um®). Imaginando
que o animal adulto tem forma aproximada de uma folha eliptica, com eixos de 3,5 x
1,5 cm de dimensdes, sua 4area aproximada seria de 3,3 x 109 pm2. Logo, um
organismo destas dimensdes teria cerca de 5 x 101! cilios, todos realizando trabalho
coordenado.

I11.4.4. Choque elétrico

A passagem de corrente elétrica de poucos miliamperes através do
organismo vivo, provocou efeitos de extensdo variavel, como mostram as imagens de
varredura. Correntes de até 1,6 mA/s revelaram-se indcuas, aparentemente (Fig. 11):
os cilios foram imobilizados nas fases de batimento efetivo e de repouso, sem
alteragdo aparente. Acima desse valor, até 3,6 mA/s, o efeito observado foi
equivalente ao da dibucaina, ex. Fig. 36: houve alguma redugdo perceptivel na
densidade de ciliatura. Correntes mais altas porém, afetaram de modo pronunciado
ndo apenas a quantidade de cilios removidos, mas tiveram efeito também dissociando
as proprias células, descolando-as do tecido subjacente.

As Figs. 36 e 37 ilustram um descolamento do epitélio (E), da camada
fibro-muscular, f (M. tuba nfo possui lamina basal do epitélio). Algumas células
sofreram remogéo parcial dos cilios (Fig. 38).
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MICROGRAFIAS ELETRONICAS
(Figs. 8 a 38)
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CAPITULO IV

DISCUSSAO

Procuramos estudar as caracteristicas dos cilios envolvidos na
movimentagdo do turbelario Macrostomum tuba, fazendo uso da microscopia
eletronica de varredura. Estes cilios revestem toda a superficie do animal, e executam
trabalho coordenado, promovendo ondas conhecidas como metacrénicas; a
propagacdo destas ondas na superficie do animal impele a 4gua do meio em diferentes
orientacdes, e assim resulta no seu deslocamento.

Usando métodos especiais de fixacdo "instantdnea", conseguiuram-se
preparagdes com boa preservagdo morfologica das ondas tri-dimensionais, as quais
foram analisadas por microscopia eletronica de varredura. Esta abordagem foi
utilizada por outros autores (Satir,1963) especialmente em organismos uni-celulares
(Barlow e Sleigh, 1979; Parducz, 1967; Tamm e Horridge, 1970). Sanderson e Sleigh
(1981) estudaram o mecanismo de transporte de muco por cilios, também fazendo
uso da microscopia eletronica de varredura e de cinematografia, e assim determinando
os pardmetros das ondas metacrdnicas.

Na grande maioria porém, o estudo do movimento ciliar é conduzido in
vivo e faz uso de metodologia mais elaborada, com equipamentos disponiveis apenas
em laboratorios dedicados a estas pesquisas (Barlow e outros, 1993; Gheber e Priel,
1990 a,b ;Ovadyahu e Priel, 1989; Romet e outros, 1991; Thyberg e outros, 1990).

Um tratamento matemadtico proposto por Gheber e Priel (1990 a,b)
equaciona a dependéncia da diregdo e extensdo da onda metacronica com o batimento
dos cilios individuais. Estes autores verificaram que o comprimento de onda depende
ndo apenas do comprimento do cilio, do angulo que este faz com a superficie celular
durante a fase de recobro, mas também do grau de assimetria do batimento e do
intervalo representado pela "pausa". De acordo com esses estudos, a frequéncia do
batimento teria pequena influéncia no comprimento de onda.

Na caracterizagdo da onda metacronica sdo importantes Varios
pardmetros, que dependem em ultima andlise, dos pardmetros de seus elementos
constituintes, isto é, dos cilios individuais. De acordo com Satir (1992), estudar uma
onda metacronica equivale a examinar o que seria observado para um unico cilio, nas
diferentes fases do ciclo do batimento. Em outras palavras, as propriedades de um
unico cilio (estrutura interna, forma, dimensdes, dngulo de curvatura, propriedades

a2



elasticas, etc) definem muitas das caracteristicas da onda. Vérias destas propriedades
podem ser estimadas por tratamento hidrodinamico (ex. Holwill, 1966, 1974; Lighthill,
1976). Outras, como as dimensdes exatas e a ultra-estrutura, s6 podem ser
diretamente determinadas por microscopia eletronica (resumos em  Satir, 1992;
Warner, 1974).

Mesmo o tratamento hidrodindmico do movimento ciliar sé pode ser
corretamente interpretado em funcdo da estrutura interna do préprio cilio (Holwill,
1989), uma vez que o movimento do cilio é realizado através de um deslocamento
relativo (mensuravel), entre microtubulos adjacentes, que constituem o arcabougo
"9+2". Sdo estas intera¢des internas a estrutura ciliar que ddo origem ao movimento de
oscilagdo do cilio; s@o elas também que liberam a energia para sua movimentagdo
(Satir e outros, 1981).

Apesar de todo o conhecimento acumulado sobre as caracteristicas dos
cilios individualmente, e sobre as propriedades das ondas metacrénicas, ainda nio se
sabe exatamente como estas ondas sdo coordenadas para o trabalho conjunto. Varias
evidéncias tem sido apresentadas a favor de diferentes teorias, seja na coordenagio a
nivel de uma unica célula, como € o caso dos Protozoarios ( Machemer, 1974; Naitoh
e Eckert, 1974), seja para organismos multi-ciliados ( Gheber e Priel, 1990 a,b;
Sleigh, 1974).

Turbelarios tem sido pouco estudados sob este aspecto.De nossa parte,
consideramos estes animais um excelente material de estudo, pois na maioria das
espécies 0 movimento ciliar predomina sobre o movimento muscular.

Com excecdo de um estudo por Martin (1978), a literatura registra, de
nosso conhecimento, apenas informagdes sobre a densa cobertura ciliar em geral
(Reuter, 1987 e refs. cit. loc.). O estudo comparativo de Martin entretanto, inclui
medidas de velocidade de deslocamento ciliar para o turbelario Polychoerus (1 a 2
mm/s). O autor verificou ainda a dire¢do da onda como sendo dexioplética.
Lamentavelmente as imagens de varredura apresentadas no trabalho nio permitem
identificar os cilios, que se apresentam completamente recobertos de muco.

O estudo que realizamos com o turbelario M. tuba, no presente caso,
permitiu-nos definir varios pardmetros do movimento ciliar, demonstrando a
viabilidade de nossa proposta. Foi possivel analisar por microscopia eletronica de
varredura, com bastante clareza, a forma assumida por um tnico cilio durante as fases
de batimento efetivo, de repouso e de recobro. Pudemos também examinar como e
quanto o cilio se curva desde a inser¢do na célula, até a extremidade distal, durante a
fase de recuperagéo (Aragdo e Silveira, 1993 e 1995).

O didmetro do cilio, que ¢ uma constante em todos organismos
conhecidos, mostrou-se consistente em nosso material, 0 que evidencia que os
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métodos empregados para preparo das amostras foram confidveis. Justificamos assim
ndo termos incluido neste trabalho, um estudo mais completo do cilio, por microscopia
eletronica de transmissdo. As figuras apresentadas no texto (Figs. 18 a 21), apenas
ilustram as caracteristicas morfologicas mais evidentes. Por outro lado, verificamos
uma particularidade nestes cilios, representada por um afilamento da extremidade
distal, caracteristica essa comprovada em cortes longitudinais.

O registro da frequéncia do batimento ciliar representa um parametro
importante para o calculo da velocidade de propagag¢do da onda; em que obtivemos um
valor médio de 16 Hz, a temperatura ambiente. Cilios de Paramecium batem com
frequéncia maior, 30 Hz, a 20°C (Sleigh, 1974); medigGes de alta precisdo obtidas
para cilios de traquéia de coelho deram valor médio de 8 Hz (Romet e outros, 1991).

Neste estudo foi possivel analisar ainda, a influéncia da variacdo da
viscosidade do meio sobre a frequéncia do batimento ciliar, correlacionando estes
dados com a velocidade de propagagdo da onda. Como se sabe, a intera¢do do cilio
com o fluido do meio permite estimar as forgas envolvidas, sob o ponto de vista
hidrodindmico No caso de organelas como cilios, que possuem baixo nimero de
Reynolds (da ordem de 10-3), as forgas inerciais podem ser desprezadas, de certo
modo simplificando calculos hidrodindmicos. Mesmo assim, esta abordagem ¢é
complexa, e por exemplo, calculos de velocidade de fluidos transportados por cilios
foram determinados em poucos casos (Holwill e Satir, 1987).

Em nosso estudo, limitamo-nos a uma abordagem que incluiu apenas
alguns parametros do movimento ciliar, suficientes acreditamos , para abrir novas
perspectivas de estudos. De acordo com os autores acima citados (Holwill e Satir,
1987), em principio, as propriedades elasticas de uma organela ciliar podem ser
avaliadas a partir do conhecimento da sua forma de onda.

Entre as dificuldades encontradas no presente estudo, como ressaltamos,
estava a alta densidade de cilios distribuidos sobre a superficie do animal. Procuramos
entdo, remover parte destes cilios, fazendo uso de métodos tradicionais para
protozoarios (Blum, 1971; Ogura, 1981; Satir e outros, 1976). Apenas a dibucaina,
usada pelos ultimos autores citados, forneceu resultados satisfatorios. Foram entdo
desenvolvidos experimentos originais, com métodos fisicos (choque elétrico, ultra-
som), além do uso da crio-fratura em etanol (Humphreys e outros, 1974). Todos estes
ensaios tiveram o mérito de "limpar"a superficie ciliada, em extensdo varidvel, como
se descreveu nos Resultados. Uma agdo mais extensiva de remocgéo ciliar, além do
previsto, foi vantajosa para avaliarmos o perfil das células epiteliais e calcularmos sua
area média, por MEV . Com estes dados, contando numero de corpusculos basais por
unidade de area, fizemos uma estimativa do nimero de cilios em um M. tuba de
dimensdes "médias" (1,5 x 3,5 mm).Obtivemos um valor médio de 5 x 10 cilios.
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Comparando com o niimero de cilios que haveria em um Paramecium 5 x 103 ,dados
de Wichterman, 1953 (em Sleigh, 1969), parece-nos que o revestimento do turbelario
¢ muito mais denso, efetivamente. Células epiteliais do palato de ra, estudadas por
Ovadyahu e Priel (1989) possuem ainda menor nimero: cerca de 150 cilios/célula.
Neste tecido, 0 comprimento do cilio é de 6 pm e a frequéncia de batimento de 10 Hz.

Verificamos ainda, com estes experimentos de ablacéo ciliar, que existe
uma regido de fratura preferencial, entre axonema e corpusculo basal. Este fendmeno
ja havia sido observado por Blum (1971), para diferentes organismos e diferentes
agentes; Blum contudo nd3o encontrou nenhuma explicagédo fisiologica para este fato.
Em nosso material, a imagem direta deste fendmeno pode ser avaliada, em fun¢é@o dos
diferentes agentes usados. Verificamos ainda, que a extensdo da ablagdo ciliar pode
ser controlada.

Quando submetemos o material congelado em nitrogénio liquido,a ondas
de ultra som, observamos que os cilios que se encontravam na posi¢do de repouso se
mostraram mais resistentes a fratura do que aqueles que se encontravam nas demais
fases do ciclo de batimento.

Quando fizemos uso de corrente elétrica passando através do animal
verificamos que para valores superiores a 1,5mA o organismo se defende eliminando
uma extensa camada de secrecdo, tornando as preparacdes para observacdo em MEV
bastente limpas e preservando os cilios em 6timas posi¢des para a determinagdo do
comprimento de onda.

Além do interesse imediato sobre o conhecimento do movimento ciliar em
nosso material de estudo, a estrutura interna de cilios e suas propriedades mecénicas
sdo importantes de um ponto de vista mais amplo: cilios em vertebrados estdo
envolvidos em varias fungdes, como transporte de muco no sistema respiratorio, em
fungdes sensoriais, em movimentacdo de gametas, etc. Estudos de Afzelius e Eliasson
(1979) e de Baccetti e outros (1981) demonstraram uma correlagdo direta entre a
estrutura defectiva de cilios (axonemas imoveis) e uma sindrome patologica de
consequéncias relativamente severas, para o homem, conhecida como "doenca de
Manes-Kartagener" ou de "discinesia ciliar primaria".
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