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APRESENTACAO

Com grande expectativa apresentamos o primeiro volume da colecéo “Ciéncias
da Saude: da teoria a pratica”. Ao todo sdo onze volumes que irdo abordar de forma
categorizada e interdisciplinar trabalhos, pesquisas, relatos de casos, revisbes e
inferéncias sobre esse amplo e vasto contexto do conhecimento relativo a saude. A
obra reune atividades de ensino, pesquisa e extensdo desenvolvidas em diversas
regides do pais, que analisam a saude em diversos dos seus aspectos, percorrendo o
caminho que parte do conhecimento bibliografico e alcanga o conhecimento empirico
e pratico.

Partindo da teoria e caminhando em direcao a pratica observamos fundamentos e
caracteristicas que influenciam o contexto da salde e que necessariamente precisam
ser analisados em todos os seus ambitos. Por mais que as estratégias nem sempre
sejam as melhores, o esfor¢o e dedicacéo de diversos pesquisadores brasileiros tem
fomentado e promovido a saude.

Assim, nesse primeiro volume, observamos e selecionamos obras e trabalhos
que agregassem conhecimento relevante associados a inteligéncia artificial,
bioinformatica, diagnostico, avaliacdo clinica, terapéutica, doencas genéticas,
intervencdes farmacéuticas, avaliagdo de medicamentos, doencas virais dentre outras
diversas tematicas ligadas a pesquisa basica e desenvolvimento.

Assim apresentamos nesse primeiro volume, contetudo importante ndo apenas
pela teoria bem fundamentada aliada a resultados promissores, mas também pela
capacidade de professores, académicos, pesquisadores, cientistas e principalmente da
Atena Editora em produzir conhecimento em saude nas condi¢des ainda inconstantes
do contexto brasileiro. Nosso profundo desejo é que este contexto possa ser
transformado a cada dia, e o trabalho aqui presente pode ser um agente transformador
por gerar conhecimento em uma area fundamental do desenvolvimento como a saude.

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 7

ANALISE DOS OVOCITOS DO Phragmatopoma
caudata UTILIZANDO A TECNICA HISTOLOGICA DO

Maria Gabriela Vieira Oliveira da Silva
Instituto de Ciéncias Bioldgicas — ICB/UPE -
Laboratério de Histologia

Recife — Pernambuco
Betty Rose de Araujo Luz

Instituto de Ciéncias Bioldgicas — ICB/UPE -
Laboratorio de Biologia Marinha

Recife — Pernambuco
Julio Brando Messias

Instituto de Ciéncias Bioldgicas — ICB/UPE -
Laboratério de Histologia

Recife — Pernambuco
Sura Wanessa Nogueira Santos Rocha

Instituto de Ciéncias Biologicas — ICB/UPE -
Laboratério de Histologia

Recife — Pernambuco
Monica Simoes Floréncio

Instituto de Ciéncias Bioldgicas — ICB/UPE -
Laboratorio de Histologia

Recife — Pernambuco

RESUMO: O Phragmatopoma caudata Kroyer
in Mérch, 1863 é um poliqueta tubicola da
familia Sabellariidae. Esse organismo possui
0 corpo segmentado e com cerdas, que
auxiliam na sua locomogdo. Essa espécie
consegue formar colénias em ambientes
entremarés, devido a capacidade de formar
recifes biogénicos. Apresentam dimorfismo
sexual e uma populagéao de numero equivalente

Ciéncias da Salde: da Teoria a Pratica

PAS

de machos e fémeas. O presente estudo foi
desenvolvido no recife arenitico localizado na
praia de Boa Viagem (PE) e tem como obijetivo
analisar aspectos ecoldgicos e histologicos do
Phragmatopoma caudata. O material coletado
foi transportado para o Laboratério de Biologia
Marinha (ICB, Departamento de Biologia, UPE),
devidamente acondicionado num recipiente
com gelo. Os espécimes foram processados
histologicamente, submetidos ao protocolo
de rotina, sendo inclusos em material com
parafina e ap0Os cortes, as laminas s&o coradas
pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) e
PAS. Os cortes histologicos foram analisados
no Laboratério de Técnicas Histologicas do
Instituto de Ciéncias Biol6gicas do ICB/UPE. A
fase da reproducao observada nas fémeas em
estudo foi no periodo pré-fecundacéo, porque a
producao de ovdcitos com vitelo evidente € um
indicativo positivo no aumento da probabilidade
de fecundagcdo. Demonstrando assim que na
fase de poOs-fecundacéo, os ovocitos maiores
podem aumentar as chances de sobrevivéncias
das larvas.

PALAVRAS-CHAVE: Anelideo, recife arenitico,

histologia, gametas.

ABSTRACT: The Phragmatopoma caudata
Kroyerin Mérch, 1863 is a polychaete worm reef-
building of the family Sabellariidae. This species
can form colonies in intertidal environments due
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to its ability to form biogenic reefs. They exhibit sexual dimorphism and a balanced
population of males and females. The present study was developed in the sandy reef
located in Boa Viagem beach (PE) and aims to examine the ecological and histological
aspects of Phragmatopoma caudata. The collected material was transported to the
Marine Biology Laboratory (ICB, Department of Biology, UPE), properly conditioned
in a container with ice. The specimens were processed histologically and submitted
to the routine protocol observed in paraffinic material, the slides were stained by the
hematoxylin-eosin (HE) and PAS techniques. The histological sections were analyzed
in the Laboratory of Histological Techniques of the Institute of Biological Sciences of
the ICB / UPE. The reproduction phase observed in the females under study was in the
pre-fertilization period, because the production of large oocytes is a positive indication
in the increase of the probability of fertilization. Therefore, that in the post-fertilization
phase, larger oocytes may increase the chances of survival of the larvae.
KEYWORDS: Annelida, arenitic reef, histology, gametes.

INTRODUCAO

Os anelideos sao animais que possuem o corpo segmentado e sao classificados
em trés grupos de acordo com a presenca ou auséncia de cerdas: poliquetas, os
quais possuem muitas cerdas, oligoquetas, que possuem poucas cerdas e hirudineos,
ausentes de cerdas. Representantes da familia Sabellariidae, os poliquetas possuem
o corpo segmentado, dotado de cerdas e de forma cilindrica, com leve achatamento
dorso-ventral e com um par de parapédios em cada segmento. O corpo se divide em
cincoregides: coroaopercular, torax, paratorax, abdémen e cauda (ZALE; MERRIFIELD,
1989). Sao individuos tubicolas, algumas espécies constroem substratos biogénicos
no entremarés (KIRTLEY, 1994). Para construir os tubos de alta densidade ou montes
macicos de recife, utilizam areia, fragmentos de conchas e outras particulas. Os tubos
se organizam em forma de telhas na construgcdo de um telhado, que representa o
recife arenitico. Os graos de areia e as outras particulas em suspensao, obtidos por
filtracdo, sdo unidos com um muco proteico ou cimento biomineralizado, secretado
por um 6rgao localizado no térax desse animal, que possui glandulas especializadas.
A familia Sabellariidae é composta por duas subfamilias que incluem 12 géneros
(KIRTLEY, 1994) e ha mais de 12.600 espécies marinhas descritas para o grupo dos
poliquetas (APPELTANS et al., 2012). Existem, para o género, quatro espécies mais
conhecidas: P. attenuata, P. californica, P. caudata e P. virgini (WORMS, 2015), mas
apenas o P. caudata habita no Brasil. Essa espécie pode ser solitaria ou gregaria,
habitando praticamente todos os ecossistemas marinhos desde a regiao intermareal
até as fossas oceénicas, ocupando grande diversidade de formas e habitos (ROUSE
e PLEIJEL, 2001). Um pequeno numero de espécies habita a agua salobre ou doce,
poucos sao comensais ou parasitas e em sua maioria séo benténicos (AMARAL, 1987).

O Phragmatopoma caudata Krgyer in Mdrch, 1863 € um anelideo tubicola, esta
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presente desde regides rasas a profundas e tem uma ampla distribuicdo nas Américas,
ocorrendo desde o Cabo Canaveral nos EUA, até o estado de Santa Catarina no
Brasil. E um organismo classificado como poliqueta devido a sua grande quantidade
de cerdas ao longo do corpo, que auxiliam na locomogao, assim como os parapddios.
Através da capacidade de construir recifes biogénicos, ele reduz o processo de erosao
costeira, protegendo como uma barreira a agdo das ondas, consegue formar coldnias
em ambientes entremarés e aumenta a biodiversidade por oferecer microhabitats
(munidos de alimento e protecédo). Existem varias espécies de crustaceos, esponjas,
moluscos e de outros grupos associadas a recifes de Phragmatopoma. Muitos
decapodos se alimentam do proprio sabelariideo, como Pachygrapsus transversus
e Eriphia gonagra (BOSA & MASUNARI, 2002). Os recifes sdo geralmente de cor
marrom escuro, porém os individuos adultos podem produzir tubos mais largos e de
particulas mais claras. O tamanho médio das particulas utilizadas para formagao dos
tubos vai aumentando a medida que o animal cresce (MULTER & MILLIMAN, 1967;
GRAM, 1968). A abundéncia e distribuicdo de recifes de sabellariideos dependem
da disponibilidade de um substrato duro, sedimentos em suspensdo e niveis
apropriados de turbuléncia (MAIN & NELSON, 1988). Sua reproduc¢ao pode assegurar
a descendéncia, sendo utilizada pelos organismos para estender a matéria viva no
tempo e no espaco (LEVIN; BRIDGES, 1995), representando um momento crucial
no ciclo de vida das espécies. Os padrdes reprodutivos em invertebrados marinhos
sao determinados, em geral, pelas caracteristicas do ambiente no qual se encontram:
como a densidade, disponibilidade de alimento, temperatura, salinidade e predacao,
geralmente relacionadas ao amadurecimento gamético (BRUSCA & BRUSCA, 2002).

Os Sabellariidae apresentam uniformidade no modo reprodutivo (GIANGRANDE,
1997), realizam reproducédo sexuada com individuos essencialmente dioicos e a
quantidade populacional de machos e fémeas é similar (ECKELBARGER, 1976).
Em alta densidade, os machos produzem uma nuvem espermatica com elevada
concentracao de espermatozoides nas proximidades do agregado, 0 que aumenta a
chance de fecundacéao nos ovécitos (MARSHALL et al., 2008). A reproducao sexuada
via difusdo da desova no ambiente, resulta em uma larva trocéfora (larva marinha
cercada por cilios), que flutua passivamente no plancton durante 2 a 20 semanas até
estar apta para o assentamento, quando descem para o substrato para inicio de uma
nova fase de vida através da metamorfose em juvenis. Apds essa fase, os individuos
ficam maduros para reproducéo rapidamente, e podem viver de um a dois anos. Em
algumas espécies do Phragmatopoma, a presenca de gametas € frequente durante
todos os meses do ano, embora a variabilidade sazonal no niumero de ovos possa
ocorrer (McCARTHY et al., 2003).

O género Phragmatopoma caracteriza-se por possuir, junto ao penacho branquial,
uma coroa opercular escura, cujas paleas medianas formam um cone, escondendo
as paleas internas. A coroa opercular € formada por trés tipos de paleas distintas. O
carater decisivo para a identificacao das espécies de Phragmatopoma € o formato das
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paleas. A coroa serve para proteger os sabelarideos de fatores externos, por isso ela
fecha a entrada do tubo e protege de predadores, desidratacéo e outros fatores de
risco (AMARAL, 1987). O dimorfismo sexual é evidente em individuos vivos, baseando-
se na coloragao dos segmentos abdominais que contém os gametas, sendo branco-
creme em individuos machos e azul metalico nas fémeas (ZALE & MERRIFIELD,
1989). O padrao de juvenis observado pode estar relacionado com fatores bioldgicos
(e.g. gametogénese e ciclo de vida) e abioticos (e.g. suprimento alimentar e correntes
marinhas).

METODOLOGIA

Preparacao das laminas

O estudo foi desenvolvido no recife arenitico localizado na praia de Boa Viagem
(PE). Esses recifes sao constituidos por areia de composicao heterogenia, com
pequenos seixos e fragmentos de conchas, e nao foram construidos por corais. Foi
considerada como area de coleta a superficie lateral do recife. Foram coletados dois
blocos que foram medidos pela metodologia do deslocamento com uma proveta
graduada. Cada bloco mediu aproximadamente 714,25mm? de volume. O material
coletado foi transportado para o Laboratério de Biologia Marinha (ICB, Departamento de
Biologia, UPE), em recipiente com gelo, onde os blocos de tubos foram desagregados
mecanicamente para retirada dos espécimes. Utilizou-se a literatura para identificacéo
taxondmica. Os individuos coletados foram fixados em solugcdo de formol salino a
10%, por um periodo de 24h. Posteriormente, os individuos foram desidratados com
etanol em concentragcdes de 70% a 100%, clarificados em xilol e incluidos em parafina.
Utilizou-se micrétomo para realizar cortes transversais ao eixo anteroposterior de 5um
de espessura. O material foi principalmente analisado na coloracao de Hematoxilina-
Eosina e PAS. As laminas obtidas foram fotografadas utilizando-se maquina fotografica
Olympus SC30 acoplada a um microscopio 6tico triocular Olympus CX31.

Técnicas de coloracao

HE (Hematoxilina-Eosina): essa € uma das técnicas de coloracdo de tecidos
mais conhecidas e utilizadas na histologia. Por meio dela, é possivel marcar e
diferenciar as partes basicas das partes acidas. A hematoxilina € um corante natural
obtido da casca de pau Campeche, que produz a colora¢do purpura e é responsavel
por corar as partes basofilas, locais onde ha quantidades significativas de proteinas. A
eosina é um corante sintético que produz uma coloracao vermelha e € a responsavel
por corar as partes acidéfilas. Portanto, o nucleo, que possui compostos baséfilos, é
corado pela hematoxilina e os elementos do citoplasma das células e a maioria das
fibras do tecido conjuntivo sao corados pela eosina.
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PAS diastase: Periodic Acid-Schiff ou Acido Periddico-Schiff, também conhecido
como PAS, é uma potencial técnica para identificacdo de partes do corpo que
possuem hidratos de carbono em sua composicdo, como a mucina e o glicogénio,
que sao denominados mucopolissacarideos. No caso do PAS-Diastase, € uma técnica
realizada na presenca de uma enzima denominada diastase, que tem a funcao de
guebrar a mucina e o glicogénio. A mucina é uma proteina de elevada massa molecular,
fortemente glicosiladas, produzida por tecidos epiteliais e possuem a capacidade de
formar géis. As diferencas entre o PAS-D para o PAS simples sdo as concentracdes
de glicogénio detectadas.

OVOCITOS

RESULTADOS

Os ovécitos pequenos evidenciam um grande nudcleo central ocupando boa
parte do citoplasma. A medida que eles se tornam maiores, seu ntcleo diminui,
evidenciando o nucléolo (figura 1). Os ovocitos maduros encontram-se preenchidos por
pequenas vesiculas de vitelo. O vitelo dos ovécitos demonstrou uma forte reacao com
a técnica de coloracdo PAS (figura 2). A coloracdo PAS é principalmente usada para
colorir estruturas contendo uma alta propor¢cdo de macromoléculas de carboidratos
(glicogénio, glicoproteina e proteoglicanos). Em decorréncia da forte reagdo ao PAS
fica elucidado que o ovocito vitelogénico P. caudata demonstra uma grande capacidade
de armazenamento de carboidratos no seu vitelo.

Figura 1: a) Ovocito; b) Celoma.
(FONTE= Silva, M.G.V.O.e Floréncio, M.S., 2017)
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Figura 2: a) Nucleo; b) Vitelo PAS positivo; ¢) Nucléolo.
(FONTE= Silva, M.G.V.O. e Floréncio, M.S., 2017)

DISCUSSAO

As gbnadas dos poliquetas sao 6rgéos pareados e segmentares. Em algumas
espécies, as gbnadas estdo presentes na maioria dos segmentos, enquanto que em
outras as gbnadas estdo presentes apenas em segmentos especificos (segmentos
genitais). As células germinativas sao liberadas no celoma, onde passam por
diferenciacdo e amadurecem, sendo 0os gametas posteriormente liberados na agua
através dos metanefrideos ou pela simples ruptura da parede do corpo. A fecundacgéo
€ externa e o desenvolvimento indireto. Apds a fertilizacao, rapidamente formam-se
larvas plancténicas ou as larvas trocéforas. Em seguida, ocorre a metamorfose que
transforma a troc6fora em corpo juvenil e é caracterizada pelo alongamento gradual da
zona de crescimento, sendo 0s novos segmentos acrescentados na regiao do pigidio,
parte posterior do corpo. As fémeas sexualmente maduras apresentam ovocitos em
tamanhos diversos, dispersos no celoma.

Considerando a fase da reproducéo observada nas fémeas em estudo, na fase
de pré-fecundacéao ocorreu a producao de ovécitos maiores e isso € considerado um
indicativo positivo no aumento da probabilidade de fecundacgao, visto também que eles
apresentam reserva energética na forma de carboidrato. Demonstrando assim que na
fase de pos-fecundagao, os ovocitos maiores ainda podem aumentar as chances de
sobrevivéncias das larvas. Resultado analogo foi observado por uma pratica da pesquisa
da P6s-graduacédo em ecologia da Mata Atlantica em 2013 com Phragmatopoma sp., no
qual o tamanho dos ovocitos interferiu no processo de fecundacédo. Essa interferéncia
foi decorrente da possibilidade de acontecer a poliespermia, se a fémea tivesse os
ovocitos muito grandes e os machos estivessem produzindo espermatozoides em
alta concentragdo. Sobre os fatores que podem influenciar a fecundagéo, tem-se o
hidrodinamismo que ajuda a distribuir as substancias presentes na agua, além dos
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feroménios diluidos na agua (MARSHALL & MORGAN, 2011), que sao utilizados
pelas fémeas do P. caudata para induzir a concentracdo espermatica ao seu redor.
Os estudos da producéo da taxa de gametas bem como seu aspecto morfoldgico com
grande reserva de vitelo poder&o contribuir como instrumento de manejo e auxiliar no
gerenciamento da biodiversidade marinha.

CONCLUSAO

Concluimos que o periodo de maturidade sexual das fémeas de Phragmatopoma
caudata esta relacionado ao tamanho dos ovécitos e a quantidade de vitelo observado
no gameta.
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