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RESUMO

CHAVES-DASILVA, Paula Grazielle. Estudo do trato protocerebral de caranguejos
Ucides cordatus apGs degeneracao: Analise morfo-funcional das células recrutadas.
Rio de Janeiro, 2010. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Morfologicas) - Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2010.

Em um trabalho anterior do nosso laboratorio, o trato protocerebral (TPC) de
caranguejos Ucides cordatus foi analisado ao microscopio de luz e ao microscopio
eletrénico, apos a extirpacdo do seu pedunculo Optico. O resultado deste trabalho
mostrando que entre os ax6nios com aspectos morfolégicos de degeneracdo
axoplasmatica, estavam células granulares semelhantes a hemdcitos foi muito
importante pois motivou o estudo morfo-funcional destas células, que sdo as células
sanguineas dos crustaceos, presentes na hemolinfa. Visto que elas ainda né&o
haviam sido descritas neste modelo animal, no presente trabalho nés inicialmente
utilizamos técnicas histoquimicas, imunohistoquimicas e de miscroscopia eletrénica
(transmissdo e varredura) para caracteriza-las e classifica-las. Baseados na
literatura e nos aspectos morfologicos observados, nés classificamos os hemacitos
em: hialinocitos, células semigranulares e células granulares. Na etapa seguinte do
trabalho nos observamos a participagdo destas células no processo degenerativo
agudo do TPC (24h apés a lesdo) e avaliamos algumas possiveis funcdes. Notamos
gue a maioria das células recrutadas para o local da lesdo foram hemdcitos
semigranulares e/ou granulares, marcados para uma lectina utilizada para identificar
macrofagos, e com morfologia semelhante as células encontradas na hemolinfa,
exceto um tipo que foi encontrado por microscopia eletronica de varredura, apenas
no TPC em degeneracdo. Nossos resultados sugerem que hemdcitos sdo atraidos
ao local da lesdo na fase aguda da degeneracdo. Além da fagocitose de detritos
neuronais, funcdo também realizada pelas células gliais locais, os hemdcitos podem
ter sido atraidos para o local da les@o para produzir fatores importantes necessarios
para a proliferacao e a ativacéo de células gliais.



ABSTRACT

CHAVES-DASILVA, Paula Grazielle. Estudo do trato protocerebral de caranguejos
Ucides cordatus apés degeneracdo: Analise morfo-funcional das células recrutadas.
Rio de Janeiro, 2010. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Morfoldgicas) - Instituto
de Ciéncias Biomeédicas, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2010.

In a previous paper of our laboratory, the protocerebral tract (PCT) of the crab
Ucides cordatus was analised by light and electron microscopy, after extirpation of
the eyestalk. The results of this paper showed that among axons with morphologic
aspects of axoplasmic degeneration, granular cells resembling hemocytes were
seen. This finding was very important because it motivated us to study the morpho-
functional aspects of these cells, which are the blood cells of crustaceans present in
the hemolymph. Since hemocytes were not described in this animal model so far, in
this work we first used histochemistry, imunohistochemistry and (scanning and
transmission) electron microscopy to characterize and classify them. Based on the
literature and in the morphologic aspects observed, we classified the hemocytes in:
hialinocytes, semigranular cells and granular cells. Then, we investigated the
participation of these cells in the acute degenerative process of the PCT (24h after
lesion) and evaluated some of their possible functions. We found that the majority of
the cells recruited to the lesion zone were constituted by semigranular and/or
granular hemocytes, which were labeled by a lectin that is used to identify
macrophages, and with a morphology resembling cells in the hemolymph. The
exception was a specific type of cell that was only seen by scanning electron
microscopy in the injured PCT. Our results suggest that hemocytes are attracted to
the lesion site in the acute stage of degeneration. In addition, we believe that
besides phagocitizing neural debris, a function that is shared with the local glial cells,
hemocytes may have been attracted to the lesion in order to produce important
factors necessary for glia proliferation and activation.
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1. INTRODUCAO

1.1. SISTEMA CIRCULATORIO EM CRUSTACEOS

O sistema circulatério de crustaceos compreende um coracdo dorsal,
situado numa cavidade pericardica, e diversos vasos desenvolvidos que
convergem para uma hemocele aberta. A forma geral do coragdo esta
intimamente relacionada com a forma corporal e a localizacdo da estrutura de
troca gasosa, assim como 0 comprimento e niumero dos vasos sanguineos
estdo relacionados ao tamanho corporal e a extensdo do coracdo. Em
crustaceos decapodes, por exemplo, o coracdo tem um formato compacto e
esta restrito ao térax, em associacdo com as branquias toracicas (McMahon e
Burnett, 1989; McGaw et al., 1994; McMahon, 1999; Wilkens, 1999).

Nos artrépodes e na maioria dos moluscos, o sistema circulatorio é
aberto. Este tipo de sistema circulatério ndo apresenta capilares nem veias ou
artérias; apresenta um ou mais coracfes, com duas a trés camaras, bombeia
liguido que leva nutrientes as células e recebe seus residuos, a hemolinfa, que
é incolor. Do coracdo, a hemolinfa se dirige para cavidades, os seios ou
lacunas, na massa visceral, e volta quando o coracdo relaxa, através de
orificios chamados ostiolos. E chamado sistema circulatorio aberto, porque
nem todo o trajeto do sangue € percorrido dentro de vasos. Um sistema
circulatério é considerado fechado quando as células do sangue estdo sempre
dentro de vasos sanguineos estruturados (McMahon e Burnett,1989). Em
caranguejos, como o Callinectes sapidus, o sistema circulatorio € considerado
como parcialmente fechado, pela presenca de artérias, arteriolas e capilares
semelhantes a veias que permitem alta vascularizagdo de toda a area corporea

(McGaw & Reiber, 2001).



A hemolinfa possui células livres (hemécitos) que tém importante papel
de defesa imunitéria. Diferente de vertebrados, ndo apresenta células
especializadas para o transporte de oxigénio, pois este é feito através de
pigmentos respiratérios especializados, denominados hemocianinas, capazes

de se ligar reversivelmente ao oxigénio (Brusca e Brusca, 2002).

1.2. SISTEMA IMUNOLOGICO EM INVERTEBRADOS

Durante a evolugdo, o sistema imunolégico se desenvolveu com o fim de
detectar e eliminar substancias externas ao organismo, protegendo-o contra
agentes infecciosos (bactérias, virus, fungos e leveduras) e tumores. Para isto,
dois tipos de imunidade sao definidas: imunidade natural (ou inata), composta
de respostas humorais e celulares, e imunidade adquirida (ou adaptativa) (Lee
e Soderhall, 2002; Jiravanichpaisal et al., 2006).

O sistema de imunidade inata, filogeneticamente o mais antigo
mecanismo de defesa, pode ser encontrado em todos 0s organismos
multicelulares, incluindo vertebrados e invertebrados (Hoffmann e Reichhart,
2002; Janeway et al., 2001). Este sistema € a primeira linha de defesa que
permite limitar a infeccdo em estagios agudos e liberar sobre os patdégenos,
receptores codificados que reconhecem padrbes moleculares presentes em
microorganismos (Fearon e Locksley, 1996; Medzhitov e Janeway, 1997).

O sistema imunolégico adaptativo, mais recente filogeneticamente, é

encontrado apenas em vertebrados (Thompson, 1995) e é caracterizado pela
presenca de mecanismos altamente complexos e sofisticados, incluindo a

presenca de memoéria imunoldgica, mediada primariamente por linfécitos, com



producdo de uma variedade de receptores para reconhecimento de antigenos
(Hoffmann, 1995; Carrol, 1998; Ranzani-Paiva e Silva-Souza, 2004).

O mecanismo de defesa de invertebrados difere do de vertebrados
principalmente pela auséncia de reconhecimento especifico através de
imunoglobulinas e capacidade de memdria imunolégica. No entanto, estes
animais sdo dotados de um r4pido e eficaz sistema de defesa inato para
reconhecer e destruir substancias ndo-préprias, incluindo patégenos (Beck e
Habicht, 1996; Lee e Soderhall, 2002), além de uma potencial barreira fisico-
quimica formada pela carapaca, cuticula e/ou mucosa, dependendo do animal.

Uma vez que o patdgeno invade o hospedeiro, uma série de mecanismos
de imunidade inata é ativada, incluindo elementos humorais e celulares. A
defesa humoral inclui a produgédo de peptideos antimicrobianos, intermediarios
reativos de oxigénio, e uma cascata enzimatica complexa que regula a
melanizacao e a coagulacéo da hemolinfa. A resposta de defesa celular envolve
diferentes tipos de hemdécitos que participam na limpeza de patégenos (descrito
adiante). Porém, a variacdo de componentes imunoldgicos pode ocorrer nédo
apenas entre espécies, mas também na mesma espécie durante estagios
fisiol6gicos e de desenvolvimento diferentes (Zachary e Hoffmann, 1973).

O reconhecimento de patdgenos em invertebrados se faz através de RRP
(receptores de reconhecimento padrdo) capazes de reconhecer padrbes
moleculares associados a patdégenos (PMAPs), que sdo componentes
essenciais e Unicos a todos 0s microorganismos, porém nao esta presente em
organismos superiores (Janeway, 1989).

Os RRPs, particularmente a familia de receptores Toll-like, sdo bem

descritos em insetos e considerados responsaveis por iniciar a resposta



inflamatéria contra patégenos invasores através de mecanismos de fagocitose
e producao de peptideos antimicrobianos (Xu et al., 2000; Horng e Medzhitov,
2001; Kocsis e Emody, 2003; Blander e Medzhitov, 2004; Pasare e Medhitov,
2004). Alguns autores (Rinkevich et al., 1999; Jiravanichpaisal et al., 2006)
consideram estes receptores importantes por conferir uma caracteristica
ligeiramente especifica a medida que séo capazes de discriminar substancias
préprias e nao-proprias.

Em alguns invertebrados, como crustaceos (Kurtz e Franz, 2003; Little et
al.,, 2003) e insetos (Karp e Rheins, 1980; Faulhaber e Karp, 1992), foi
observado um aumento significativo da resposta imunoldgica apds contato
anterior com patégenos, indicando que alguma evidéncia de memoria e
especificidade podem existir em invertebrados (Lemaitre et al., 1997; Zhang et
al., 2004)

A nocdo simplista de que a imunidade inata é importante apenas para
invertebrados e quase irrelevante em vertebrados complexos é pouco
sustentada atualmente (Turner, 1998), visto que existem padroes de
similaridades na resposta imunolégica inata entre vertebrados e invertebrados
durante o desenvolvimento de resposta aguda. Em insetos, por exemplo, os
receptores efetores e reguladores da expressao génica se assemelham aos
encontrados em humanos. Em sanguessugas e anfibios foi observada a
presenca de peptideos antimicrobianos e estimuladores imunolégicos que

derivam de precursores de neuropeptideos (Salzet, 2001).



1.3. TECIDO HEMATOPOIETICO EM CRUSTACEOS

O tecido hematopoiético (THP) é responsavel pela producdo e
suprimento de hemdcitos. Em muitos crustaceos decapodes, este tecido
consiste de Iébulos ou nddulos compactos e densos que recobre a regido
dorsal e dorsolateral do estbmago e do intestino anterior, envolto por tecido
conjuntivo (Johnson, 1980; Johansson et al., 2000). Em camardes peneideos,
estd situado na base dos maxilipedes (Bell e Lightner, 1988). Quando
estimulado, este tecido pode estender-se para a parte anterior do estbmago
(Van De Braak et al., 2002).

As células hematopoiéticas, assim como as células imunoldgicas
circulantes da hemolinfa, ndo apresentam uma classificagdo bem definida
(Gargioni e Barracco, 1998; Johansson et al., 2000; Bachere et al., 2004).
Segundo Van De Braak et al (2002) podem ser identificados, por microscopia

eletrdnica, quatro tipos celulares: Células tipo 1: localizadas na periferia dos

I6bulos hematopoiéticos, com alta razdo N/C (ndcleo/citoplasma) e
consideradas possiveis precursoras de hémocitos granulares jovens (tipo 2 e

3 ); Células tipo 2: células que contém no maximo dez granulos homogéneos,

relativamente grandes e eletron-densos; Células tipo 3: geralmente

localizadas no centro dos lobulos, apresentando até trinta granulos, que

variam em tamanho e elétron-densidade; Células tipo 4: com nuUcleos

frequentemente lobados e compostos por eucromatina e heterocromatina
periférica. Os tipos 1 e 4 ndo sdo encontrados na circulacdo, apenas no THP
(Van De Braak et al., 2002).

Esta classificacdo que considera diferentes tipos celulares foi

guestionada por Ghiretti-Magaldi et al. (1977). Eles observaram que todos os



hemocitos do caranguejo marinho Carcinus maenas derivam de uma unica
linhagem celular e que a proliferacdo/maturacdo destas células poderia
ocorrer apenas no THP. Além disso, as células maduras, que sdo as
granulares e as hialinas, seriam liberadas do tecido para a hemolinfa. Porém,
Bauchau (1981) sugeriu que os trés tipos celulares passam por uma
diferenciacdo continua com muitas formas intermediarias.

Durante algum tempo acreditou-se que a producéo e proliferacdo de
hemdcitos ocorriam apenas no THP, sugerindo assim, que células
envelhecidas necessitariam ser substituidas constantemente por células novas
(Soderhall e Cerenius, 1992; Johansson et al., 2000). Contudo, Siqueira et al.
(1996) observaram por analise no Fluorescence-activated Cell Sorter (FACS)
gue 0,6% dos hemdcitos circulantes na hemolinfa estavam em estagio de
proliferacdo e este valor aumentava para 3% apds injecdo de
lipopolissacarideos (LPS) ou apos infeccdo por Fusarium spp. em camardes
Peneaeus japonicus. Este dado foi confirmado por Gargioni e Barracco (1998)
gue observaram hemdcitos circulantes com nucleos em mitose no P.
paulensis.

Algumas diferengas entre os hemdacitos circulantes, e entre estes e as
células do THP, foram identificadas por Johansson et al. (2000). Dentre elas,
0s autores observaram que células hialinas apresentavam menor expressao
de proteinas, bem como de enzimas nos lisossomas, quando comparadas a
células granulares e semigranulares. Estas proteinas, como a profenoloxidase
e a peroxinectina, fazem parte ou estdo associadas ao sistema proPO
(profenoloxidase) e participam de diversas reagbes imunoldgicas

(Jiravanichpaisal et al., 2006). Elas néo foram detectadas em células hialinas e



do THP, mas foram facilmente encontradas em células granulares e
semigranulares (Johansson et al., 2000; Van De Braak et al., 2002),
reforcando a hipotese anteriormente mencionada de serem as células hialinas,

as células precursoras dos hemacitos.

1.4. HEMOCITOS DE CRUSTACEOS

A classificacdo de hemdcitos circulantes, embora ainda n&do bem
estabelecida entre os invertebrados (Hose et al., 1990; Aladaileh et al., 2007),
baseia-se principalmente na presenca e quantidade de granulos citoplasmaticos
e na relacao nucleo/citoplasma (Johansson et al., 2000). Em crustaceos trés
tipos de hemdcitos podem ser identificados: hialindcitos (células agranulares),
semigranulécitos (células com granulos pequenos) e granuldcitos (células com
granulos grandes) (Bauchau, 1981; Mix e Sparks, 1980; Soderhall e Smith,
1983; Martin e Graves,1985; Hose et al., 1990; Johansson et al., 2000; Van De
Braak et al., 2002; Battison et al., 2003).

As respostas imunolégicas mediadas por hemdcitos, denominadas
respostas celulares, sao caracterizadas pelo reconhecimento de corpos
estranhos, fagocitose de microorganismos, nodulacdo, encapsulacédo e
liberacdo de toxinas (Smith e Soderhall, 1983; Séderhéll e Cerenius, 1992,
Schmidt et al., 2001). Além disso, os hemdcitos de invertebrados, incluindo
crustaceos, também realizam uma variedade de outras fung¢des, incluindo o
transporte de nutrientes, digestdo, cicatrizagdo, mineralizacdo da carapaca e
excrecao (Cheng, 1981; Franchini e Ottaviani, 2000; Mount et al., 2004). Apesar
dessa variedade de funcgbes, a extensdo destas informagfes de uma espécie
para outra é dificil devido & perda de um esquema de classificagdo unificada

para os hemdécitos de todos os crustaceos (Hose et al., 1990).



O reconhecimento de particulas externas pelos hemadcitos pode ser feito
tanto pela interacdo direta com receptores de superficie ou indireta, pelo
reconhecimento de receptores humorais que se ligam e opsonizam a superficie
do invasor (Lavine e Strand, 2002). A comunicacao entre os tipos celulares é
fundamental para algumas das reacbes de defesa e ocorre quando um
microorganismo ou parasita é reconhecido e a resposta imunoldgica é ativada
(Soderhall e Cerenius, 1992). O tipo de resposta, humoral ou celular, que sera
ativada durante o reconhecimento do patdgeno é algo arbitrario, visto que
fatores humorais afetam a funcdo de hemdcitos e estes, por sua vez, sé@o
importantes para gerar muitas moléculas humorais (Elrod-Erickson et al., 2000;
Lavine e Strand, 2002).

Durante um processo infeccioso, uma proteina ligante de (-1,3-glucano
(BGBP) presente no plasma, reconhece e se liga ao [3-1,3-glucano presente na
parede de virus e bactérias (Cerenius et al., 1994). Hemacitos granulares e
semigranulares respondem a este complexo (BGBP associado ao [(3-1,3-
glucano) através da desgranulagdo (Barracco et al., 1991) e liberacdo de
moléculas do sistema proPO (Johansson e Sdderhall, 1985; Soéderhall e
Cerenius, 1998), incluindo proteinas opsonicas e de adeséo celular, como por
exemplo, a peroxinectina armazenada nos granulos. Esta proteina pode
estimular a fagocitose em células diferentes dependendo da espécie, como
ocorre em caranguejo pela ativacdo de células hialinas (Thorngvist et al., 1994)
ou em lagostins pela encapsulacdo promovida por células semigranulares
(Kobayashi et al., 1990) (Figura 1).

Diferentes tipos de hemdcitos realizam, em geral, diferentes funcbes

(Johansson et al., 2000, Zhang et al., 2006) e, de acordo com a literatura, o



mesmo tipo celular pode executar fungbes diferentes em espécies diferentes.
Os granuldcitos sao considerados por Hose e Martin (1989) e outros autores
(Hose et al., 1990; Gargioni e Barracco, 1998; Destoumieux et al., 2000; Van De
Braak et al, 2002) como sendo responsaveis pela fagocitose de
microorganismos, pela producdo de nodulos e de moléculas téxicas. Omori et
al. (1989) ainda acrescenta que hemdcitos hialinos ndo sao fagociticos e estao
primariamente envolvidos com a coagulagao da hemolinfa.

Uma funcdo importante foi conferida as células granulares e
semigranulares de lagostins por Soderhéll et al. (1985): eles mostraram que
hemocitos de Astacus astacus sédo capazes de liberar fatores citotdxicos e lisar
células eucaridticas de linhagens tumorais e nao-tumorais, semelhante as

caracteristicas encontradas em células natural killer de mamiferos.
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Figura 1. Mecanismo de defesa do sistema de imunidade inata, apés a entrada
de diferentes patdgenos no hospedeiro (Jiravanichpaisal et al., 2006).
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1.5. ORGANIZACAO GERAL DO CEREBRO DE CRUSTACEOS

Nos crustaceos da ordem Decapoda, o ganglio cerebral (ou cérebro)
pode ser subdividido em trés partes que sdo denominadas em ordem rostro-
caudal: protocérebro, deutocérebro e tritocérebro (Figura 2). O protocérebro
pode ser dividido em trés regibes: a primeira, ganglios épticos, € constituida
pela lamina (para onde a retina se projeta), medula externa e medula interna.
Os axbnios que conectam a lamina ganglionar a medula externa e esta a
medula interna, formam os quiasmas denominados quiasma distal (externo) e
proximal (interno), respectivamente. A segunda regido é formada pelo
protocérebro lateral que contém dois neurdpilos: a medula terminal e o corpo
hemielipsoide. A terceira regido € denominada de protocérebro medial sendo
constituida pelos neurdpilos protecerebral medial anterior e protocerebral medial
posterior, além da ponte protocerebral e do corpo central. As quatro regifes do
protocérebro lateral, conhecidas como focos O6pticos, recebem as projecdes
oriundas das medulas externa e interna (Atwood e Sandeman, 1982).

No géanglio cerebral dos crustaceos existem muitos tratos (estruturas
contendo axénios e células gliais, sem corpos celulares neuronais) que fazem
conexdo com areas de neur6pilos, além de um numero de feixes de ax6nios
que cruzam o cérebro formando comissuras. Podemos definir os tratos e

comissuras presentes no ganglio cerebral dos crustaceos (Figura 2) como

segue:

= Trato Optico — faz a conex&o entre o ultimo ganglio éptico, a medula interna,

e 0 protocérebro lateral.
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= Trato Protocerebral (TPC) - axdnios deste trato conectam a medula terminal
e o corpo hemielips6ide com o protocérebro medial anterior. Segundo Mellon et
al. (1976) e Sandeman et al. (1992), este trato também pode ser denominado
nervo optico ou trato optico.

= Trato Globular Olfatério (TGO) — este trato faz conexdo do corpo
hemielipsoide e da medula terminal com os lobos olfatério e acessoério em
ambos os lados do ganglio cerebral. Através do corpo central, o TGO faz
conexdo com o0s neurépilos do TGO que se encontram posteriormente ao
ganglio cerebral. O TGO forma um subgrupo de axénios de pequeno calibre no
TPC.

= Comissura Deutocerebral - esta comissura liga o deutocérebro de um lado do
ganglio cerebral com o deutocérebro contralateral. Em alguns caranguejos nao
é definida, estando presente nos lagostins e lagostas.

= Conjuntivos Esofageais - sao dois tratos que ligam o géanglio cerebral ao
ganglio subesofageal e ao cordao ventral (Sandeman et al., 1992).

O TPC, objeto de estudo desta dissertagéo, varia de acordo com o
modelo animal estudado. As variagcdes estao relacionadas com os diferentes
diametros dos axoénios encontrados em diversos animais, como os lagostins das
espécies Orconectis australis packardi, Cambarus tenebrosus e Procambarus
clarkii. Provavelmente no TPC das trés espécies de lagostins existem axdnios
motores na porc¢ao proximal do pedunculo optico (representados por axénios de
grande calibre) que promovem a conexdo da base deste com o musculo
oculomotor, localizado apenas na parte proximal do pedunculo (Cooper et al.,

2001).
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Figura 2 — Regides do cérebro e neurdpilo que podem ser identificadas no
sistema nervoso dos crustaceos decapodes. Os numeros em romano
representam as subdivisdes do protocérebro: |- Ganglios Opticos, -
Protocérebro lateral e Ill- Protocérebro mediano; PC= Protocérebro; DC=
Deutocérebro; TC — Tritocérebro. Abreviacdes: (L) lamina, (ME) medula
externa, (MIl) medula interna, (MTe) medula terminal, (CH) corpo
hemielipsoide, (NPMA) neurdpilo protocerebral medial anterior, (NPMP)
neuropilo protocerebral medial posterior, (PP) ponte protocerebral, (CC) corpo
central, (LO) lobo olfativo, (NLA) neurdpilo lateral da anténula, (NMA)
neuropilo mediano da anténula, (LA) lobo acessorio, (NAn) neurdpilo da
antena, (NT) neurépilo tegumentario, (TPC) trato protocerebral, (TGO) trato
globular olfativo, (CD) comissura deutocerebral (Modificado de Sandeman et
al., 1992).
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1.6. RESPOSTA GLIAL E DEGENERA(;AO NERVOSA EM
INVERTEBRADOS

Nos vertebrados, apos a secc¢ao de nervos ou tratos, fibras nervosas do
coto distal geralmente degeneram em poucos dias apds a lesdo hum processo
conhecido como degeneracdo Walleriana (Waller, 1850). O inicio das alteracdes
morfolégicas degenerativas no coto distal a lesdo ocorre em 30 h (Martinez e
Ribeiro, 1998; Martinez, 1999). Em invertebrados a degeneracéo do segmento
axonal destacado do corpo celular € lenta, e ele pode sobreviver por longos
periodos, sendo capaz de conduzir potenciais de acdo e liberar
neurotransmissores (Hoy et al., 1967; Nordlander e Singer, 1972; Wine, 1973;
Atwood et al., 1989; Blundon et al., 1990; Parnas, et al. 1991). O tempo para o
surgimento das alteracbes degenerativas varia de acordo com o animal
estudado. Por exemplo, em insetos estas alteracdes podem ocorrer de 10 a 20
dias apds a axotomia de neurdnios centrais e periféricos e, em lagostins, este
periodo pode ser aumentado para 100-200 dias (Bittner et al., 1974).

Algumas hipéteses envolvendo células gliais foram feitas a respeito
desse longo periodo de degeneracdo nos invertebrados. Uma delas seria a
transferéncia de proteinas das células gliais para os axénios em degeneragéo a
fim de manter suas funcbes. Este processo seria facilitado pelas alteracdes
ultraestruturais que ocorrem durante a degeneracdo neuronal. Outra hipétese
seria a fusdo das células da glia com os brotos axonais: a glia “doaria” seu
ndcleo e a maquinaria necessaria para a sintese de proteinas (Govind et al.,
1992; Parnas et al.,, 1998). Neste ponto € interessante notar que o reparo de
células da glia apos lesao seletiva com brometo de etidio no nervo abdominal

de Periplaneta amaricana esta diretamente relacionado com o recrutamento de
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hemdécitos, pois em cultura, na auséncia de células sanguineas o reparo glial foi
consideravelmente menor (Treherne et al., 1988).

As células glias em invertebrados ndo apresentam uma classificagdo bem
estabelecida como em vertebrados. No entanto possuem caracteristicas bem
definidas como a presenca frequiente de mitocdndrias, reticulo endoplasmético e
complexo de Golgi, cromatina periférica densa, que nao € vista em neurénios, e
especializacbes de membrana glia/glia e glia/neurénio (Pentreath, 1987). A
participagcdo da neurdglia na barreira hemato-encefélica é uma funcao glial
importante em ambos, vertebrados e invertebrados (Abbot et al.,, 1986). Em
crustaceos esta barreira é formada pela glia perineural que envolve o ganglio
(Allodi et al., 1999).

Poucos marcadores de células gliais podem ser utilizados em crustaceos.
A imunorreatividade de células gliais do sistema visual de caranguejos U.
cordatus relatada por Florim da Silva et al. (2001) mostra que a reacado imuno-
histoquimica para a proteina acida fibrilar glial (GFAP) pode ser usada para
identificar células gliais em crustaceos decapodes. A GFAP é uma proteina de
filamento intermediario de 50 kD que constitui, e é especifica, de citoesqueleto
de astrocitos. Esta proteina € a mais especifica (Rutka, et al., 1997) e é
comumente usada como marcador para a identificacdo de astrécitos in vivo e in
vitro no SNC de vertebrados, em condigcbes normais e patoldgicas (Jessen e

Mirsky, 1980; Gard et al., 1985).
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1.7. MECANISMOS DE FAGOCITOSE

A resposta de defesa desencadeada pelos hemdcitos varia de acordo
com o tamanho do agente invasor. A fagocitose é considerada a primeira linha
de defesa do organismo (Ranzani-Paiva e Silva-Souza, 2004) e envolve o
englobamento, interiorizacdo e destruicdo intracelular através de varios agentes
degradativos e microbicidas. Quando os patégenos sao muito grandes para
serem fagocitados individualmente, outros mecanismos como encapsulagéo e
nodulacao séo utilizados (Cheng, 1981; Field et al., 2004).

Como os fagécitos de vertebrados, os hemadcitos de crustaceos também
parecem conter estruturas semelhantes a lisossomos - reativos a uma seérie de
marcadores enzimaticos (Bauchau, 1981; Hose et al., 1990; Matrtin et al., 1996;
Gargioni e Barracco, 1998; Van de Braak et al., 2002) - que se fundem com os
vacuolos fagociticos e promovem a degradacdo de particulas endocitadas,
juntamente a outros mecanismos (Figura 3). Como dito no item 1.4 a definicao
dos tipos celulares que participam deste processo € controversa. Alguns autores
defendem a participacdo de hemacitos hialinos (Soderhéll et al., 1986; Munoz et
al., 2002), enquanto outros acreditam que este processo seja principalmente
realizado pelos hemdcitos granulares (Hose et al., 1990; Gargioni e Barracco,
1998).

Em uma injuaria no SNC de vertebrados, uma intensa resposta
inflamat6ria € ativada envolvendo a micrdglia, que sdo o0s macréfagos
residentes do SNC, e uma populacdo adicional de macréfagos que derivam de
mondcitos e se infiltram no SNC provenientes do sangue periférico (Popovich e
Hickey, 2001). Em invertebrados, quando agentes infecciosos invadem o

hospedeiro um processo inflamatério onde os hemadcitos movem-se em direcao
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ao estimulo é ativado, resultando numa infiltracdo hemocitaria no tecido
conjuntivo adjacente a area infectada (Ranzani-Paiva e Silva-Souza, 2004).
Dada a importancia destas células, diferentes métodos tém sido utilizados a fim
de identifica-las. Dentre eles esta a técnica histoquimica utilizando lectinas, que
por apresentarem afinidade por residuos de galactose especificos da linhagem
macrofagica (Streit, 1990) permitem identificar células microgliais e macrofagos
ativos (Maddox et al., 1982). Como nos vertebrados esta técnica parece ser tdo
eficaz quanto a técnica de imuno-histoquimica pela grande similaridade de
cadeias de agucares entre as espécies (Streit, 1990), é interessante considerar
que em invertebrados, os mesmos tipos de cadeias de acUcares também

possam estar presentes.
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Figura 3. Mecanismos microbicidas utilizados pelos hemdécitos de crustaceos
durante o processo de fagocitose. (EAO) Espécies Ativas de Oxigénio séo
produzidas pela ativacdo do sistema enzimatico NADPH oxidase que, por sua
vez, esta associado a membrana celular e catalisa a reducdo do oxigénio
molecular para o anion superdxido (O:2). A direita da imagem, vactolos
fagociticos fundindo-se a lisossomos e promovendo a degradacdo das
particulas fagocitadas. (PAM) Peptideos antimicrobianos. (Modificado de
Ranzani-Paiva e Silva-Souza, 2004).
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1.8. RECRUTAMENTO DE HEMOCITOS E LESAO DO TECIDO NE RVOSO

O surgimento de células contendo granulos em areas de degenerecao é
uma caracteristica importante em estagios iniciais de leséo glial in vivo (Smith et
al., 1984; Treherne et al., 1984). Tal surgimento se da pela migracao celular de
areas nao lesadas, bem como proliferacdo celular, que sdo essenciais para o
reparo do SNC, juntamente com elementos neuroectodermais, neurdnios e
macroglia (Howes et al., 1987).

Diversos trabalhos avaliam as alteragcdes degenerativas (Bittner et al.,
1974; Blundon et al., 1990; Govind, et al., 1992; Parnas et al., 1998; Jacobs e
Lakes-Harlan, 1999) ou, separadamente, classificam os tipos de hemdcitos
presentes na hemolinfa de crustaceos (Bauchau, 1981; Mix e Sparks, 1980;
Soderhall e Smith, 1983; Martin e Graves,1985; Hose et al., 1990; Johansson et
al.,, 2000). Contudo, poucos observam o0 envolvimento destas células
sanguineas durante um processo degenerativo ou regenerativo do sistema
nervoso central de crustaceos. Em estudos em nosso laboratério com
caranguejos U. cordatus, 28, 40 e 45 dias apés axotomia do TPC provocada
pela extirpacdo do pedunculo optico, foi observada por microscopia eletrénica
de transmissdo, a presenca de células contendo granulos, semelhantes a
hemaocitos (Figura 4A), bem como células gliais (Figura 4B) (Corréa et al.,
2005). Este resultado sugere a possibilidade de hemdcitos, juntamente com
células gliais, realizarem fagocitose de restos axonais durante o processo
degenerativo. Portanto, consideramos importante a classificacdo de células
sanguineas de caranguejos U. cordatus a fim de analisa-las juntamente com

células gliais durante processo degenerativo agudo (24 h).
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Figura 4. Trato protocerebral de caranguejos U. cordatus. Em A, 28 dias
apos lesdo. Presenca de células contendo granulos de diferentes elétron-
densidades (seta grande e cabeca de seta). Em B, o trato protocerebral 45
dias ap0s lesdo onde se vé uma célula da glia (a esquerda - asterisco) e um
granuldcito (a direita - estrela) ao lado de axénios (a). Corréa, et al., 2005.
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Caracterizar as células do sistema imunoldgico de caranguejos Ucides.
cordatus, e observar o comportamento destas ap0s um processo
degenerativo agudo no trato protocerebral. Além disso, verificar a relacao
entre hemdacitos e células da glia mediante degeneracédo axonal do sistema

nervoso central.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
- ldentificar e caracterizar a morfologia dos diversos tipos de hemacitos
presentes na hemolinfa do U. cordatus, através de técnicas

histoquimicas e de microscopia Optica e eletrénica;

- Identificar os tipos celulares que participam no processo de

degeneracdo aguda, por técnicas histoquimicas, microscopia

eletrbnica de transmissao e varredura;

- Analisar o comportamento dos hemacitos no TPC apés leséo.

- Analisar o comportamento de células gliais no TPC em degeneracdo

apos ablacdo do pedunculo 6ptico;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MODELO ANIMAL EXPERIMENTAL

O modelo animal experimental utilizado neste trabalho foi o caranguejo
Ucides cordatus sp. (Linnaeus, 1763). Este animal € comumente encontrado
nos manguezais da costa leste do continente americano, desde a Florida nos
Estados Unidos até o estado de Santa Catarina, no Sul do Brasil (Coelho e
Ramos, 1972). Foram utilizados vinte e cinco animais adultos (machos) com a
carapaca medindo de 6,5 a 8,0 cm, provenientes de Duque de Caxias - Rio de
Janeiro e mantidos em laboratério sob condigbes padronizadas de
claro/escuro (12 h /12 h) e temperatura de 24 °C (Projeto aprovado pelo
Comité de uso de animais do CCS - DHEICB 005). Cada animal foi
crioanestesiado por 30 min e entdo foram realizados os procedimentos de
coleta de hemolinfa e lesdo nervosa, através da extirpacdo do pedunculo
optico (detalhado abaixo). O TPC foi escolhido por ter sido objeto de estudo
em pesquisas anteriores do nosso laboratério, além de representar o sistema
nervoso central destes animais e ser relativamente de facil acesso para o

estudo proposto.
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Figura 5. Foto do caranguejo Ucides cordatus.
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3.2. PROCEDIMENTO PARA LESAO DEGENERATIVA

Vinte e cinco animais, com as caracteristicas mencionadas no item 3.1,
foram utilizados para o procedimento de extirpacdo unilateral do pedunculo
Optico. Este procedimento desconecta as fibras nervosas dos corpos
celulares, do TPC, que estdo localizados principalmente no protocérebro
lateral (Figura 2). ApoOs a extirpacdo do pedunculo, realizada em sua porgéo
mais distal ligada ao cefalotérax, os animais foram mantidos por 24 h em
gaiolas com agua salobra, e vegetais para alimentacdo, a 24 °C. Entédo a
parte remanescente (coto distal) do TPC foi dissecada em solugao fixadora
de paraformaldeido 4% em tampéo fosfato (TPO4) a 0,1 M (feito em salina de
crustaceos - 12 g/L de NaCl, 0,4 g/L de kCI, 0,25 g/L de MgCl2, 1,5 g/L de
CaClz, 0,2 g/L de NaHCIs) - pH 7,4 e glutaraldeido a 2,5%, para microscopia
eletrbnica. Os TPCs contralaterais foram utilizados como controle. Apds,
todos os segmentos removidos foram fixados por imersdo em glutaraldeido
2% diluido em TPO4 a 0,1 M e usados para microscopia eletrbnica de
transmissao (5 animais no total: 5 pedudnculos normais e 5 pedunculos
experimentais) e varredura (10 animais no total: 10 peduinculos normais e 10

pedunculos experimentais).

3.3. COLETA DE HEMOLINFA

Dez animais foram crioanestesiados por 30 min e usados para coleta de
hemolinfa. Uma seringa de 5 mL contendo solucdo antiagregante (0,1 M de
glucose, 15 mM de citrato de sddio tribasico, 13 mM de acido citrico, 10 mM
de EDTA, 0,45 M de cloreto de sddio - em salina com osmolaridade ideal), em
uma propor¢cao 1:6, hemolinfa/anticoagregante, foi injetada na articulacéo

proximal da primeira quela (pata). O contetdo da seringa foi colocado em um
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tubo Falcon e centrifugado por 5 min em uma velocidade de 3000 Xg. Em
seguida, o pellet formado foi retirado e colocado em uma solucéo fixadora
(glutaraldeido a 2% + TPOsa 0,1 M — pH 7,4) por 1 h, para processamento de
microscopia eletrbnica de transmisséo. Para as técnicas de histoquimica e
imuno-histoquimica, noés colocamos 2 mL de hemolinfa de 5 dos 10 animais
mencionados acima, sobre uma laminula por 30 min para adesao celular e
fixamos com paraformaldeido 4% por 30 min. Em seguida, as laminulas foram

lavadas em PBS feito com salina de crustaceos trés vezes por 5 min.

3.4 TECNICAS DE COLORACAO (HEMATOXILINA/EOSINA E MA Y-
GRUNWALD-GIEMSA)

Para observacdo em microscopia Optica destas células presentes na
hemolinfa fizemos uso de algumas técnicas de coloracéo de rotina. Hemaocitos
aderidos e fixados foram embebidos em solucbes decrescentes de alcool
(100%, 90%, 80%, 70%) por 5 min cada. Depois, foram lavados em agua
destilada e corados com hematoxilina e eosina. Em seguida, foram
mergulhados em solucdes crescentes de alcool etilico (70%, 80%, 90%,
100%) por 5 min cada. Logo apos, foram feitas trés lavagens rapidas em xilol
e entdo as laminulas foram montadas com Entellan. Na coloracdo com May-
Grunwald-Giemsa, as laminulas foram deixadas no corante por 1 min,

seguindo o mesmo procedimento.

3.5 HISTOQUIMICA
O TPC normal e lesionado e os pellets com hemacitos foram fixados em
paraformaldeido 4% por 4 h, depois lavados em TPO4 (pH 7,4) e incluidos em

solucdes de sacarose 10% por 30 min e depois em sacarose 20% por 24 h. No
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dia seguinte os materiais foram embebidos em OCT (Optimal Cutting
Temperature — Tissue Tek®) e seccionados no criostato (Leica CM 1850).
Cortes de 5 um de espessura foram coletados em laminas gelatinizadas e
lavados em PBS 3 vezes por 5 min.

Para histoquimica com a I1B4, as laminas com TPC normal e experimental
e amostras de hemdcitos isolados, previamente fixados, foram lavadas com
PBS, feito em salina de crustaceos, trés vezes por 5 min, em seguida foram
lavadas em PBS-Triton a 0,3% incubados com 1B4 (diluicdo de 5 g/mL em PBS-
calcio a 1 mM) Bandeiraea simplicifolia conjugada ao isotiocinato de
fluoresceina (FITC) a 4 °C durante a noite. No dia seguinte o material foi lavado
com PBS, incubado com solucao de 4’-6-diamino-2-fenilindol (DAPI) por 5 min
para evidenciar os nucleos, lavado novamente com PBS para, finalmente, ser
montado com PBS/n-propilgalato. A especificidade da marcacdo foi examinada
pela saturacdo da lectina através da ligagcdo com D-(1)-galactose (300 mg/ml).

Para identificar a presenca de fosfatase acida em hemacitos granulares,
seguimos o método de Gomori (1941): as laminas com os hemacitos aderidos
foram incubadas com a solucéo de 10 mL de tampéao acetato a 0,05 M, 32 mg
de B-glicerolfosfato e 20 mg de nitrato de chumbo por 2 h a 37°C. Entédo, o
material foi lavado em agua destilada e imerso em sulfito de amonio por 2 min e
em seguida o lavamos com agua destilada e contracoramos com hematoxilina,
desidratamos, como descrito acima, e montamos com Entellan. No material
utilizado como controle, n&o foi colocado o substrato para a enzima em estudo
(B-glicerolfosfato). A histoquimica para esterase foi feita usando o kit para

esterases especificas para células de linhagem granulociticas (91C kit Sigma
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naphthol AS-D chloroacetate) e o protocolo foi seguido de acordo com as

instrucdes do fabricante.

3.6. IMUNO-HISTOQUIMICA

ReacgbBes de imuno-histoquimica foram realizadas para evidenciar a
presenca e o comportamento de células gliais (Florim da Silva et al., 2004) no
TPC 24 h apés lesdo degenerativa. Os cortes do TPC obtidos no criostato,
como descrito anteriormente, foram lavados em PBS e permeabilizados com
PBS-Triton X-100 a 0,3% por 15 min, bloqueados com PBS/BSA a 3% por 1 he
lavados em PBS. Apds, foram incubados durante a noite com anticorpo primario
monoclonal anti-GFAP (IgG anti-coelho — SIGMA) diluido 1: 100 em PBS/BSA a
3 % . Utilizamos o anticorpo secundario anti-coelho conjugado ao Alexa Fluor
546 (vermelho), feito em cabra e diluido 1:600 em PBS/BSA a 3%. Os cortes
foram finalmente incubados por 10 min com solugéo de 4'-6-diamino-2-fenilindol
(DAPI) para evidenciar os nucleos celulares. As laminas foram montadas em
PBS/n-propilgalato e observadas ao microscopio de luz Zeiss Axioskop 2 Plus
equipado com uma camara CCD colorida (MediaCybernetics, modelo
Evolution™ MP) com a qual foram obtidas as imagens digitais. Nas laminas

utilizadas como controle o anticorpo primario foi omitido.

3.7. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Os TPCs (normais e experimentais) e os pellets formados por células da
hemolinfa foram fixados com a solugéo citada no item 3.3, depois lavados 3
vezes em TPOsa 0,1 M (pH 7,4 — salinidade ajustada) por um periodo de 5

min cada lavagem e, posteriormente, lavados em tampao cacodilato (TpCaCo)
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a 0,1 M (pH 7,4) por 5 min. Em seguida, as amostras foram poés-fixadas em
tetroxido de 6smio a 1% mais ferrocianeto de potassio a 0,8% e cloreto de
célcio a 5 mM, em TpCaCo a 0,1 M (pH 7,4) por 1 h (TPC) e 40 min (células)
protegidos da luz. Apés a fixagdo com tetroxido de 6smio, as amostras foram
lavadas em TpCaCo a 0,1 M (pH 7,4), 3 vezes por 5 min cada.
Posteriormente, as amostras foram colocadas em solugéo aquosa de acetato
de uranila a 1% durante a noite. O processamento prosseguiu com a lavagem
das amostras em 4gua destilada por 5 min e desidratacdo em concentragdes
crescentes de acetona (30%, 50%, 70%, 80%, 90%). As amostras foram
imersas duas vezes em cada concentracao de acetona por 7 min.

Em seguida, a desidratacdo final foi feita com duas passagens em
acetona a 100%, com duracéo de 15 min cada uma. A infiltracéo foi realizada
com mistura de resina Epon e acetona a 100 % na proporc¢éo de 1:1 durante a
noite. As amostras foram infiltradas no dia seguinte em resina Epon pura e o
emblocamento foi feito colocando resina em moldes de silicone e orientando
as amostras para obtencdo dos cortes longitudinais e/ou transversais. Os
moldes foram colocados em estufa a 60° C durante 48 h para a polimerizacao
da resina.

Os blocos foram separados e cortados em ultramicrétomo MT 600 — XL
(RMC Incorporation). Os cortes semifinos (500 nm) foram obtidos com faca de
vidro, colhidos em laminas, corados com azul de toluidina e posteriormente,
observados ao microscopio de luz para avaliar a fixacdo, orientacdo e
citoarquitetura do tecido. Os cortes ultra-finos (60-70 nm) foram colhidos em
grades de cobre, contrastados em acetato de uranila (solugdo aquosa a 5%

para TPC e 4% para células) durante 30 min (15 min para as células) e

27



posteriormente, em citrato de chumbo durante 10 min (5 min para as células).
Entdo, os espécimes foram observados e fotografados ao microscopio
eletrbnico de transmissédo (Zeiss EM-900 — Laboratério de Ultraestrutura
Celular Hertha Meyer/IBCCF/UFRJ e JEOL 1200EX- Plataforma de

Microscopia Eletrénica/FIOCRUZ).

3.8. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

O TPC e os hemdcitos aderidos a laminula foram fixados e pés-fixados
como descrito no item anterior e entdo, desidratados em concentracdes
crescentes de etanol até 100%. As amostras foram montadas em suporte
préprio e o ponto critico foi feito usando o Critical Point Dryer CPD 030 BAL
TEC. Apds, as amostras foram cobertas com ouro por 2 min e as imagens foram
obtidas usando o microscopio eletrénico de varredura JSM 5310 (Zeiss EM-900

— Laboratorio de Ultraestrutura Celular Hertha Meyer/IBCCF/UFRJ).
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4. RESULTADOS

Na primeira parte desta dissertacdo, as células presentes na hemolinfa
de caranguejos U. cordatus foram identificadas e caracterizadas, visto que a
classificacdo destas células entre os invertebrados € controversa (Aladaileh et
al., 2007), e ainda n&o foram estudadas em nosso modelo. Para isso,
utilizamos animais normais e analisamos estas ceélulas por diferentes técnicas.
Na parte seguinte abordamos a participacdo e o comportamento de células
sanguineas (hemdacitos), juntamente com células gliais, durante um periodo de

24 h apos lesdo nervosa provocada pela ablacdo do TPC.

4.1 MORFOLOGIA DOS HEMOCITOS

7

Uma classificacdo morfoldgica tradicional de hemdcitos é baseada
essencialmente em limiares arbitrarios de nimero e tamanho do granulo e
razao nucleo/citoplasma usando contraste de fase ou microscopia Optica e
eletrbnica de transmissédo (Giulianini et al., 2007), contudo a combinacao de
aspectos morfoldgicos, citoquimicos e fisiolégicos com outras técnicas é
crucial para uma classificagéo consistente (Gargioni e Barracco, 1998).

Em uma técnica de coloragdo de rotina simples, como hematoxilina e
eosina (HE) (Figura 6), conseguimos observar por microscopia de luz,
caracteristicas basicas dos tipos celulares presentes na hemolinfa do
caranguejo (Figura 6A-D) que parecem estar de acordo com o que tem sido
descrito na literatura sobre outros crustaceos. Uma andlise mais detalhada
destes critérios foi feita através da microscopia eletrbnica de transmisséo

(Figura 7).
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No U. cordatus encontramos trés tipos celulares: hialindcitos, hemaécitos
semigranulares e hemdécitos granulares, que variam em diametro de 5 a 20
um. As células hialinas ou hialindcitos apresentaram uma morfologia tipica,
redonda e/ou oval, com diametro entre 5 e 8 um e um nucleo relativamente
grande, em posicdo central, e com alta relacdo nucleo/citoplasma (Figura 6B).
Em geral, este tipo celular apresentou um perfil homogéneo, sem
prolongamentos citoplasmaticos. Na analise ultraestrutural observamos a
presenca de poucas organelas citoplasmaticas e algumas vesiculas
distribuidas ao redor do nudcleo (Figura 7A, B). Sua aparéncia foi caracterizada
pela auséncia de granulos e alta razao nucleo/citoplasma.

As células semigranulares tinham aproximadamente 12 um e mostraram
um perfil irregular, com muitos prolongamentos citoplasmaticos (Figura 6C)
guando aderidas em laminas e coradas com HE. Em microscopia eletrénica
hemacitos semigranulares mostraram um grande volume citoplasmatico com
granulos de diferentes tamanhos e formas (Figura 7C e D), porém, menores
guando comparados as células granulares, que serdo descritas abaixo.
Ocasionalmente, encontramos a presenca de corpos eletron-densos que eram
completamente preenchidos por um material pontilhado, como mostrado na
figura 7C. Perfis mitocdndriais foram frequentemente vistos neste tipo celular.

As células granulares (Figura 6D) tinham aspecto muito similar ao tipo

celular anterior, porém com diametro variando entre 14 e 20 um. Em cortes
ultrafinos revelaram um citoplasma com muitos granulos elétron-densos de
diferentes tamanhos, porém, os granulos maiores eram claramente

predominantes e ndo apresentaram uma morfologia padronizada (Figura 7E, F).
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O ndcleo apresentou uma posicdo descentralizada com heterocromatina
periférica (Figura 7E, F).

As projecles citoplasméaticas observadas com frequéncia em células
semigranulares e granulares por microscopia de luz foram também encontradas
na microscopia eletrénica de transmissao (Figura 7G-H). Os trés tipos celulares
foram comparados em ambos, microscopia de luz e eletronica de transmisséo

(Figura 8).
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Figura 6. Caracterizacdo dos hemacitos de caranguejo Ucides cordatus pela
técnica de coloragdo com Hematoxila/eosina. Em (A) trés tipos de hemdcitos
podem ser observados: Hemdcitos hialinos (asterisco menor), hemdcitos
semigranulares (asterisco maior) e hemdcitos granulares (seta branca). (B)
Hemdcitos hialinos caracterizados pela alta razao ndcleo/citoplasma e auséncia
de granulos citoplasmaticos. (C) Célula semigranular exibindo um perfil
espraiado com alguns granulos no citoplasma. (D) Célula granular com granulos
preenchendo todo citoplasma e vérias projecdes de membrana (seta preta).
Note que ambos C e D apresentam numerosas projecdes citoplasmaticas (seta
preta). Algumas células apresentaram maior intensidade de coloragdo com HE
(seta branca). Barra: (A) 10 um; (B, C, D) 5 pm.
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Célula Semigranular Célula Hialina

Célula Granular

Figura 7. Caracterizacdo dos hemdcitos por microscopia eletrbnica de
transmissdo. (A) e (B) Hemdcitos hialinos exibindo poucas organelas
membranosas (seta amarela) ao redor do nucleo (nu), eucromatina abundante e
citoplasma elétron-lucente. (C) e (D) Hemdcitos semigranulares contendo
granulos pequenos, perfis mitocéndriais (seta preta) e projecdes citoplasmaticas
(asterisco branco). Foram observadas algumas estruturas semelhantes a
granulos, porém com conteldo pontilhado (seta preta) (inserto). (E) e (F)
Hemocitos granulares apresentando granulos grandes (g) e pequenos (p) que
ocupam todo citoplasma eletron-denso. (G) e (H) Hemdcito granular
evidenciado por grandes projecdes citoplasmaticas (demarcado em vermelho e
aumentado em H). Barra: (A, B,C, D, E, F, G) 2 um; (H) 1 pm.
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Célula Hialina

Célula Semigranular

Célula granular

Figura 8. Microscopia de luz (A, C, E) e eletrbnica de transmisséo (B, D, F) de
hemdécitos de U. cordatus. (A) Hialinécitos corados com HE e observados por
microscopia eletrbnica de transmissdo (B) com perfil e ndcleo (nu)
arredondados e poucas vesiculas (seta preta). (C) Células semigranulares
coradas com HE emitindo varias proje¢cfes citoplasmaticas (asterisco). (D)
Eletromicrografia de hemdcitos semigranulares contendo granulos dispersos
(seta branca). (E, F) Células granulares contendo grénulos grandes (g) e
pequenos (p). Note que os tipos celulares apresentam o mesmo perfil sob
microscopia de luz e eletronica. Barra: (A, C) 5 um; (B, D, F) 2 um; (E) 10 um.



Ao observar, por microscopia eletronica de varredura, a superficie celular
dos hemdécitos circulantes do animal normal, encontramos alguns hemdcitos
arredondados com uma superficie ligeiramente lisa (Figura 9A) e homogénea,
semelhante aos hemdcitos hialinos. Os tipos granulares e semigranulares
apresentavam diferencas muito sutis (Figura 9B, C, D), ambos possuiam
irregularidades na membrana celular, contudo as células granulares
apresentavam um maior abaulamento na superficie ocasionado pelos granulos
gue ocupavam todo citoplasma (Figura 9D), o que ndo ocorreu com as células

hialinas devido a auséncia de granulos (Figura 9 A).

Figura 9. Microscopia eletrénica de varredura dos hemdcitos retirados do
animal normal. (A) Hemdcito hialino com superficie celular lisa. (B e C)
Hemocitos semigranulares com superficies irregulares e alguns prolongamentos
citoplasmaticos. (D) Hemodcito granular evidenciado por uma superficie
granulosa evidente e delimitada. Barra: (A, B, C, D) 2 um.
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Alguns tipos celulares quando corados com HE (Figura 6) apresentaram
diferencas em seu citoplasma quanto a intensidade de coloragéo, o que nos fez
pensar que algumas células poderiam apresentar caracteristicas distintas
guanto a sua afinidade por acidos e bases. Para investigar esta hipbtese
utilizamos uma técnica de coloracdo simples, May-Grunwald-Giemsa, usado
para coloracdo de células do sangue e medula O0ssea que cora em
rosa/vermelho os granulos eosinofilicos. Observamos entdo, que realmente
alguns hemdcitos se destacam por apresentar granulos com caracteristicas

acidas em seu citoplasma (Figura 10).
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Figura 10. Hemdcitos corados com May-Grunwald-Giemsa. Apenas alguns
hemocitos foram corados, apresentando uma coloracdo diferente (résea)
(setas), o que indica a presenca de granulos basofilicos. Barra: 50 pm.
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4.2. ANALISE HISTOQUIMICA

Varias enzimas hidroliticas (fosfatase acida, peroxidase, esterase néao-
especifica, fosfatase alcalina, aril sulfatase) que participam na digestdo de
microorganismos fagocitados (Engelmann et al., 2005) podem ser encontradas
em leucaocitos de invertebrados e em homadlogos de vertebrados (Cheng, 1975;
Pipe, 1990; Hoeger, 1994; Pipe et al., 1997; Hillyer e Christensen, 2002). Visto
gue granulos, em vertebrados, tém sido descritos como lisossomos (De Duve et
al., 1955), e lisossomos sao organelas que contém enzimas hidroliticas, nos
realizamos uma reacdo histoquimica para identificacdo de fosfatase acida.
Observamos que hialinécitos ndo reagem com esta enzima, contudo células
semigranulares e granulares foram positivamente marcadas (Figura 11A). Além
disso, conseguimos identificar os hemocitos granulares e semigranulares
(Figura 11B) por uma reacao histoquimica para esterase especifica para células
de linhagem granulocitica e utilizada para identificacdo de neutrofilos no

sangue.
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Figura 11. Micrografias de hemdcitos submetidos a reacdo histoquimica para
fosfatase acida (A) e esterase (B). Grande aumento mostrado no inserto. Barra:
(A) 10 pm; (B) 50 pum; Insertos: 20 pm.
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Soderhall et al. (1985) evidenciaram a capacidade de células
semigranulares e granulares de lagostins serem citotoxicas e lisarem células
eucaridticas estranhas ao organismo, comparado-as as células assassinas
naturais de mamiferos. Além disso, outros estudos demonstram a capacidade
de hemdécitos em realizar fagocitose, embora o tipo de célula que apresenta
esta funcéo varie entra as espécies (Soderhéll et al., 1986; Hose et al., 1990;
Gargioni e Barracco, 1998; Munoz et al., 2002;). Mediante estes dados tivemos
0 interesse em observar se hemaocitos de caranguejos U. cordatus poderiam
exibir algumas caracteristicas em comum com estas células. Para isto
utilizamos a reacao histoquimica para I1B4, uma isolectina capaz de se ligar a
macrofagos estimulados em camundongos (Maddox et al., 1982) e a células
endoteliais e microglia em cortes de cérebro de rato (; Streit e Kreutzberg, 1987;
Chamak et al., 1995; Lima et al., 2001).

NOs observamos que apenas uma pequena populacdo de hemdcitos
circulantes na hemolinfa de animais normais foi positiva para IB4. Dentre estas

células, conseguimos identificar apenas células contendo granulos (Figura 12).
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Controle

DAPI

Figura 12 . Hemdcitos de U. cordatus ligados a IB4. (A) Controle. (B) Coloracéo
de nucleos com DAPI (azul). (C) Células positivas para I1B4 (verde). O grande
aumento (inserto) destas células mostra a presenca de granulos citoplasmaticos
(D) Sobreposicdo de imagens. Note que apenas algumas células foram
identificadas com a lectina (setas). Barra: 20 um; Insertos: 7,5 um.
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4.3. RECRUTAMENTO CELULAR

Baseados nos resultados de Treherne et al. (1984), mostrando a
migracdo de hemdcitos para o nervo abdominal de baratas Periplaneta
americana apds sua transeccdo, nos investigamos a possibilidade de
hemacitos, principalmente os positivos para 1B4, serem recrutados para o TPC
em estagios precoces de degeneracao nervosa. Uma histoquimica realizada no
TPC 24 h apo6s a lesdo mostrou que a maioria das células na porcao distal do
TPC foi positiva para IB4 e estava agrupada no foco da lesédo. Além disso, estas
células diminuiam em quantidade a medida que se distanciavam do local da
injuria. E interessante notar que a maioria das células estava na superficie da
extremidade distal do TPC, mas algumas delas se infiltraram no tecido em
degeneracdo. Nenhuma célula positiva para IB4 foi vista na por¢cédo proximal do
trato (Figura 13).

Cortes semifinos confirmaram a presenca de hemdcitos contendo
granulos sendo recrutados para a extremidade distal do trato. Notavelmente, 24
h apds a ablacdo, o TPC mostrou um perfil desorganizado com ruptura do
tecido conjuntivo ao redor (Figura 14). Além disso, enquanto no trato normal
(Figura 14A, B) raramente foram encontradas células contendo granulos, a
porcdo distal do TPC em degeneracdo mostrou grande quantidade de
hemacitos (Figura 14C, D). Pudemos observar ainda que as células que se

infiltravam no tecido nervoso apresentaram uma menor quantidade de granulos

quando comparadas as demais células (Figura 14)
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24h apos lesao

DAPi iB4 Sobreposigao

Figura 13. Células positivas para IB4 no TPC apés 24 h de ablagdo do
pedunculo optico. (A) Coloracdo nuclear com DAPI. (B) Reac¢édo histoquimica
para 1B4. Observar a presenca macica de células positivas para IB4 sobre a
superficie da extremidade distal do trato. Notar também que algumas células
sdo capazes de se infiltrar no local da lesdo (seta). (C) Sobreposicao das
imagens. (D,E,F) Maior aumento da regidao que sofreu injaria (regido em A
demarcada em branco). (D) Coloracdo nuclear com DAPI. (E) Reacao
histoquimica para 1B4. (F) Sobreposicdo das imagens Barra: (A,B,C) 200 um;
(D,E,F) 50 pum.
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Trato Proerebral

Normal

Apés Lesao

Figura 14. Cortes semifinos do TPC no coto distal. (A) Trato normal. (B) Grande
aumento da regido selecionada em A. Notar que n&do aparece nenhum
hemdécito. (C) TPC 24 h apds ablacdo. Note a grande quantidade de hemacitos
(setas fina) sobre a superficie do trato. (D) Regido selecionada em C em maior
aumento mostrando a presenca de granulos ocupando todo o citoplasma.
Observar que algumas células com poucos granulos (setas grossas) sao
capazes de atravessar o tecido conjuntivo e se infiltrar no trato. Barra: (A,C) 50
pum; (B,D) 20 pm.



4.4. RESPOSTA DE CELULAS GLIAIS A LESAO

A proliferacéo de células gliais € uma resposta bem definida do sistema
nervoso central a injuria. Esta resposta parece exercer funcées importantes na
sobrevivéncia neuronal e recuperacdo funcional apés leséo central e periférica
(Liu et al., 2000).

Em crustaceos, alguns estudos abordam o comportamento de células
gliais ap6és um processo degenerativo e regenerativo (Howes et al., 1987,
Atwood et al., 1989; Lieberman et al.,, 1994; Parnas et al., 1998; Jacobs e
Lakes-Harlan, 1999; Pearce et al., 2003). Contudo, esta anélise frequentemente
e feita por meio de contagem do nucleo celular, alteracbées ultraestruturais e
analises eletrofisiologicas. Aqui, n0s observamos por meio de imunoreatividade
com GFAP, que ja foi descrita em nosso modelo animal (Florim da Silva et al.,
2004).

A imuno-histoquimica do TPC submetido a lesdo degenerativa apos 24 h
mostrou uma grande quantidade de células positivas para GFAP na regido distal
do trato em degeneracao. Estas células estavam agrupadas proximo ao local da
lesdo (Figura 15C,D), principalmente no tecido ao redor do trato, como visto
pela histoquimica com IB4 e nos cortes semifinos do TPC (Figura 13 e 14,
respectivamente). Interessantemente, ndo foram encontradas células positivas
para GFAP em locais afastados da leséao (Figura 15C,D). Em contraste, no TPC
normal foram encontradas poucas células expressando GFAP (Figura 15A, B).
Além disso, podemos observar, na marcagdo por DAPI (Figura 15B, D), um
aumento consideravel na quantidade de nucleos quando comparamos o TPC

normal com o TPC degenerado (Figura 15B, D).



Normal

24 h apés lesao

GFAP Sobreposicao

Figura 15. Expressdo de GFAP no TPC normal e degenerado. (A) Imuno-
histoquimica para GFAP (vermelho) no TPC normal. Poucas células foram
positivas para GFAP (seta branca). (B) Sobreposicéo de DAPI (azul), corando
nacleos e GFAP (vermelho). (C) Imuno-histoquimica para GFAP no TPC 24 h
apos a lesdo. Observar o acumulo de células expressando GFAP na zona de
les@o (seta grossa). Nao foram encontradas células positivas para GFAP em
locais distantes a lesédo (seta fina). (D) Sobreposicdo de imagens, DAPI e

GFAP. Barra: (A, B, C, D) 6 um.
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4.5. ANALISE ULTRAESTRUTURAL DO TPC 24 H APOS ABLAC AO

A analise ultraestrutural do TPC, 24 h apés a ablacao, revelou células
contendo granulos (Figura 16) com aparéncia de hemdcitos (Figura 7). Estas
células foram vistas, principalmente, no tecido conjuntivo ao redor do trato e
apresentavam mais vesiculas quando comparadas as células granulares.
Além disso, a presenca de pontos elétron-densos espalhados nos espacos

intra e extracelular foram frequentes no tecido em degeneracéao.

RTSEBNPT.

) L

24 h apos lesao

Figura 16. Ultraestrutura de células no TPC 24 h apés a lesdo. (A) Presenca de
hemdécitos contendo granulos. (B) Regido selecionada em A em maior aumento.
Note a grande quantidade de vesiculas no citoplasma dos hemdcitos e a
presenca de varios pontos elétron-densos agrupados, que também estdo
presentes em todo o tecido nervoso (seta preta). Outra regido do TPC
mostrando hemacitos contendo granulos (C). (D) Regiéo selecionada em C em
maior aumento mostrando perfis mitocondriais (cabeca de seta) e granulos (seta
branca). Barra: (A,C) 5 um; (B,D) 1 pm.
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4.6. ANALISE DO TPC, 24 H APOS A LESAO, POR MICROSC OPIA

ELETRONICA DE VARREDURA

Enquanto alguns hemocitos com superficie de aspecto liso,
possivelmente hialindcitos, foram observados sobre a superficie normal do TPC,
apenas poucas ceélulas deste tipo foram vistas no TPC apos a ablacéo.
Contudo, muitas células com superficie irregular e granular foram vistas no TPC
lesionado (Figura 17).

ApoOs uma infeccdo bacteriana ou algum tipo de estresse, 0 numero de
hemdécitos pode diminuir consideravelmente no sistema vascular (Lorenzon et
al., 2001; 2002), uma vez que estas células migram para o foco da lesdo (Van
De Braak et al., 2002). Portanto, esperava-se encontrar no local da lesé&o,
células que teriam migrado da circulacdo sanguinea. De fato, no TPC ablado
encontramos células (Figura 17A, B) com aspecto bastante semelhante ao dos
hemacitos circulantes na hemolinfa do animal normal (Figura 9). Além disso,
observamos por microscopia eletrbnica de varredura, a presenca de um tipo
celular encontrado apenas no tecido em degeneracdo, mas nao no tecido
normal ou na hemolinfa de animais normais (Figura 17 E). Contudo, estas
células podem ser identificadas, em grande quantidade, na hemolinfa do animal
com lesdo (Figura 18) e possuem uma caracteristica bastante distinta das

células vistas anteriormente (Figura 9)

a7



Figura 17. Hemdcitos no TPC apos a lesdo apresentam o mesmo perfil de
hemdcitos circulantes. (A) Eletromicrografia do TPC normal mostrando hemacito
com superficie lisa aderido sobre o trato. Hemacito com perfil similar pode ser
visto na hemolinfa (B). (C) Eletromicrografia do TPC em degeneracéo
mostrando hemacitos com superficie irregular aderidos sobre o trato. Hemacito
com perfil similar pode ser visto na hemolinfa (D). (E) Hemdcitos encontrados
apenas no trato em degeneracao, mas nao na hemolinfa. Barra (A, B, C, D, E):
Ium.
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Figura 18. Miscroscopia eletronica de varredura dos hemdacitos retirados do
animal apos lesdo. (A, B) Hemdcitos com superficie irregular, porém diferente
dos hemdcitos encontrados no animal normal. (C) Hemocito em maior

aumento. Barra: (A, B) 2um, (C) 2um.
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5. DISCUSSAO

Em trabalho anterior do nosso laboratério, o estudo de eventos
degenerativos do trato protocerebral de caranguejos Ucides Cordatus mostrou a
presenca de células contendo granulos, com caracteristicas semelhantes a
hemacitos, na porcéo distal do trato 40 dias apos a ablacdo do pedunculo optico
(Corréa et al., 2005). Portanto, nossa primeira abordagem nesta dissertacao foi
caracterizar os tipos de hemdcitos circulantes, a fim de classificar e melhor
identificar as células localizadas no local da injuria. Como ja mencionado, a
classificacdo de hemdcitos de crustaceos decapodes ha anos € contraditoria
(Bauchau, 1981, Hose et al.,, 1987, 1990; Tsing et al.,, 1989; Gargioni e
Barracco, 1998), devido principalmente a variacdo de sua morfologia
dependendo da técnica utilizada (Gargioni e Barracco, 1998; Zhang et al.,
2006). Portanto, é importante que se utilize a combinacéo de diferentes técnicas
a fim de obter classificacdo homogénea.

Estudos conduzidos por diversos autores, ha algumas décadas,
descrevem trés tipos de hemdcitos em crustaceos: hialindcitos (células
agranulares), hemadcitos com granulos pequenos (células semigranulares) e
hemocitos com granulos grandes (células granulares) (Bachau et al., 1981,
Soderhall e Smith, 1983; Martin e Graves, 1985; Hose et al., 1990; Johansson et
al., 2000; Battison et al., 2003). De acordo com nossas observagdes usando
diferentes métodos, no U. cordatus identificamos a presenca de trés tipos
celulares com caracteristicas morfolégicas e ultraestruturais compativeis as
descritas na literatura.

Embora esta classificacdo seja a mais aceita e utilizada até o momento,

alguns autores (Bauchau, 1981; Hose et al., 1990; Soderhall e Cerenius, 1992;
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Gargioni e Barracco, 1998) estudaram a possibilidade de uma mesma célula
apresentar estagios diferentes de desenvolvimento. Os hemdécitos com granulos
pequenos seriam formas intermediarias, que amadureceriam e transformar-se-
iam em hemacitos de granulos grandes. Hemacitos hialinos pertenceriam a uma
linhagem celular distinta dos hemacitos granulares e estariam essencialmente
relacionados aos mecanismos de coagulacado (Omori et al., 1989; Hose et al.,
1990). Porém a averiguacado desta hipétese néo foi foco de nosso estudo, pois o
objetivo de se investigar os hemacitos circulantes foi apenas para fundamentar
o estudo das células observadas apos a leséo do TPC.

Em nossos resultados observamos que células granulares e
semigranulares quando estavam aderidas as laminulas ou principalmente,
quando estavam no TPC em degeneracéo, apresentaram diversas projecoes
citoplasmaticas (Figura 6 A, C, D; 17C), que n&do foram observadas nas células
hialinas em ambas, microscopia de luz e microscopia eletrbnica. Segundo
Ranzani-Paiva e Silva-Souza (2004) o espraiamento e desgranulacdo das
células sanguineas (Johanssonm e Soderhall, 1985; Jiravanichpaisal et al.,
2006) séo resultado de ativagdo celular, levando a liberacdo de uma grande
variedade de efetores imunoldgicos para o plasma. Este resultado pode também
justificar a presenca de grande quantidade de hemdécitos granulares (com seu
citoplasma completamente preenchido de granulos) na regido superficial do
trato em degeneragédo, como visto pelos corte semifinos (Figura 14C, D), e a
medida que estas células penetravam no tecido nervoso lesionado a quantidade
de granulos citoplasmaticos era consideravemente menor, sendo possivel
visualizar espacos vazios no citoplasma das células (Figura 14C, D). Outro

achado interessante foi a presenca de pontos eletron-densos dispersos no TPC
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lesionado, caracteristicos de animais que sofreram lesdo degenerativa aguda
(Figura 16), pois nédo foram encontrados no animal normal e n&o foram
relatados em estagios cronicos de degeneracdo axonal no caranguejo U.
Cordatus (Corréa et al., 2005).

Os hemdcitos de crustaceos, assim como os fagocitos de vertebrados
parecem conter estruturas semelhantes a lisossomos (Bauchau, 1981; Hose et
al., 1990; Martin et al., 1996; Gargioni e Barracco, 1998; Van de Braak et al.,
2002), reativos a uma série de marcadores enzimaticos, por conter enzimas
hidroliticas como: fosfatase acida, peroxidase, esterase nao-especifica,
fosfatase alcalina, aril sulfatase (Cheng, 1975; Pipe, 1990; Hoeger, 1994; Pipe
et al., 1997; Hillyer e Christensen, 2002). A fosfatase acida € um marcador
lisossomal especifico de células imunoldgicas em invertebrados e vertebrados
(Engelmann et al., 2005) e sua presenca indica que alguns granulos podem
funcionar como lisossomos (Granath e Yoshino, 1983) participando na digestao
intracelular de proteinas, carboidratos e lipideos como parte de um sistema
fagossomal (Cheng, 1981). Em U. cordatus, observamos a presenca de
fosfatase acida em hemacitos granulares e semigranulares (Figura 11), mas nao
em hialindcitos; contrastando com os resultados obtidos por Hose et al. (1990)
que relatou a presenca de fosfatase 4cida em ambos hialindcitos e granulécitos
em outras espécies de crustaceos decapodes. Porém, os mesmos autores
enfatizaram que, embora alguns tipos celulares em diversas espécies de
crustdceos decapodes apresentem morfologias semelhantes, eles podem
executar fungdes diferentes.

As esterases sdo ubiquas nas células e incluem uma série de diferentes

enzimas que agem sobre substratos selecionados. O método que nés utilizamos
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€ baseado em uma reacdo que resulta em depdsitos coloridos sobre locais com
atividade enzimatica e revela uma esterase especifica para células de linhagem
granulocitica de vertebrados, especificamente neutréfilos granulécitos (Gomori,
1953; Moloney et al., 1960; Schmalzl e Braunsteiner, 1968; Yam et al., 1971) e
macrofagos (Milicevic e Milicevic, 1985). Portanto, nds sugerimos que
hemocitos granulares e/ou semigranulares de caranguejos U. cordatus que
reagiram com a esterase e com a fosfatase acida, podem ser as primeiras
células a chegar ao local da lesé@o a fim de eliminar restos celulares e preparar o
microambiente para processos regenerativos precoces, além de reconhecer e
destruir materiais estranhos em geral.

E interessante notar que em processos infecciosos e injdrias em geral, a
quantidade total de hemdcitos na circulagdo sanguinea € reduzida durante as
primeiras horas ap0s a injuria e logo depois, ocorre um aumento nesta
quantidade (Van De Braak et al., 2002). Esta reducdo pode ser devida a
migracdo macica de hemocitos seguida de infiltracdo na lesdo imediatamente
apos a sua producdo no tecido hematopoiético. Por sua vez, o0 aumento pode
ser devido a liberacdo de novas células do tecido hematopoiético (Van De Braak
et al., 2002). NOs observamos por microscopia de luz (corte semifinos) uma
grande quantidade de hemdcitos contendo granulos durante a fase aguda de
degeneracédo do trato, i.e., 24 h apds a ablagdo do pedunculo 6ptico. Além disso
algumas destas células que migraram para a lesdo ndo estavam presente na
hemolinfa de animais normais e em grande quantidade na hemolinfa de animais
lesionados (Figura 18) o que sugere portanto, que hemdécitos podem nao so ter
migrado de areas ndo lesadas como também sofrido ativagdo e diferenciacao

celular.
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E sabido que em vertebrados um trauma no SNC recruta uma resposta
de macrofagos, composta de microglia e mondcitos do sangue, e que uma
degeneracdo axonal pode induzir a um rapido e maci¢co recrutamento de
macrofagos em poucas horas (Graeber et al., 1990; Perry et al., 1993; Hanisch
e Kettenmann, 2007). Coletivamente, acredita-se que estas células sé&o
essenciais para criar um microambiente favoravel para a remielinizagdo e
regeneracao de axonios lesionados do SNC (Rapalino et al., 1998; Kotter et al.,
2001; Benowitz e Yin, 2007). Em U. Cordatus, embora as alteracbes do
processo degenerativo axonal s6 estejam evidentes ultraestruturalmente apos
28 dias de lesédo (Corréa et al., 2005), nés observamos que em uma leséo
degenerativas aguda (24 h) o coto distal do trato lesionado é capaz de recrutar
muitas células sanguineas, como mostrado nos cortes semifinos observados em
microscopia de luz e em eletromicrografias obtidas tanto em microscopia
eletrdnica de transmissdo como de varredura. Além disso, a maioria das células
gue migraram para o local da lesdo ou que se diferenciaram proximo a lesao
foram marcadas com IB4. Estes resultados sugerem que células positivas para
IB4 identificadas na zona de lesdo do trato podem ser similares a
microglia/macréfagos que sao recrutados em regides onde ha uma injaria do
SNC. E interessante notar que tanto a microglia do SNC de vertebrados
(Cuadros e Navascués, 1998; Chan et al., 2007) como os hemacitos tém origem
hematopoiética.

Todos estes resultados demonstrados aqui sugerem que as células
relacionadas ao processo inflamatério produzido pela ablacdo do pedunculo
optico compartilham com os macréfagos de vertebrados a funcéo de fagocitose.

Os cortes semifinos também mostraram que hemdcitos com grénulos foram



recrutados na extremidade do trato. Notavelmente, 24 h apo6s a ablagédo, o TPC
exibiu um perfil desorganizado com ruptura do tecido conjuntivo ao seu redor.
Possivelmente, estes eventos contribuiram para a invasdo de hemdcitos no
espaco pericelular.

As células gliais de invertebrados exibem uma morfologia variada
dependendo da espécie e da localizacdo e tém sido classificadas de acordo
com os critérios morfolégicos ou funcionais (Hamori e Horridge, 1966; Radojcic
e Pentreath, 1979; Allodi et al., 1999; Florim da Silva et al., 2001). Umas das
funcbes atribuidas a glia de invertebrados € dar sustentacdo aos axonios;
contudo, poucos estudos foram feitos no sentido de investigar se as células
gliais de invertebrados influenciam a regeneracdo de axbnios (Pearce et al.,
2003). Em um estudo no nervo abdominal de baratas (Howes et al. 1987)
utilizando brometo de etidio, que é uma toxina seletiva para células da glia, foi
observado um aumento de células gliais em reposta ao dano neural. Porém,
guando o mesmo experimento foi realizado em cultura, na auséncia de
hemdécitos, ndo houve aumento substancial, indicando que as func¢des dos
hemacitos estdo intimamente relacionadas com as realizadas pelas células da
glia. Em nosso estudo anterior, no qual foram relatados eventos que ocorrem
durante a degeneracdo axonal, a funcdo mais evidente atribuida as células
gliais foi a fagocitose de restos axonais (Corréa et al., 2005). Aqui nos
mostramos que células gliais sdo capazes de responder a um processo
degenerativo agudo através de uma hiperreatividade das células que
expressam GFAP no local da lesdo (Figura 15A,B e C, D). Além disso, nos
mostramos que muitos hemdcitos granulares foram atraidos e penetraram no

TPC apés a lesao, podendo entdo sugerir que hemécitos ndo apenas fagocitam
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restos axonais em parceria com células da glia, mas também que eles podem
contribuir para a reorganizacdo estrutural de células gliais danificadas, como
relatado por Smith et al. (1987). Para concluir, talvez a atracdo de hemdécitos
para o trato lesionado produza importantes fatores necessarios para

proliferacdo e ativacdo de células da glia.
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6. CONCLUSOES

Por meio dos estudos realizados no presente trabalho concluimos que:

1-

Os hemdcitos, no caranguejo Ucides cordatus, séo classificados em trés
tipos diferentes: Hemdcitos hialinos, hemdcitos semigranulares e
hemdécitos granulares, que estd de acordo com as caracteristicas
descritas na literatura sobre crustaceos.

Hemdécitos contendo granulos, semigranulares ou granulares, sao
capazes de migrar para o local da lesdo ap6s um processo degenerativo
agudo.

Os hemactios que migram para TPC em degeneracdo sao provenientes
da hemolinfa, porém alguns tipos celulares ndo estdo circulantes na
hemolinfa em condicdes normais.

Células da glia respondem ao processo degenerativo agudo com
hiperreatividade das células que expressam GFAP no local préximo a

lesé@o, conscidindo com a regido de agregacao das células sanguineas.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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