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RESUMO

O polvo comum, Octopus vulgaris, apresenta grande importancia ecolégica e
comercial e tem sido considerado forte candidato para a diversificacdo de
espécies para a aquicultura. Porém, para o desenvolvimento do cultivo se faz
necessario uma maior compreensdo de seu ciclo de vida, principalmente no
que se refere as fases iniciais do ciclo de vida. A biologia e ecologia das
paralarvas de polvo ainda s&o pouco conhecidas. Em razdo disso, o objetivo
deste estudo é analisar a epiderme das paralarvas e morfologia e a
ultraestrutura dos 6rgaos de Kolliker (OK) em paralarvas de polvos através da
microscopia eletrénica de transmissdo (MET). Para isto, foi utilizado a
descricéo inicial dos OK feita para O. vulgaris sensu stricto. Estas paralarvas
apresentam estruturas em sua epiderme, conhecidas como OK, os quais séo
formados por cerdas canulares (tufo de Kdlliker), células laterais, o quetoblasto
(célula basal) e um grupo de fibras musculares dérmicas obliquamente
estriadas que sustentam o 6rgdo. No entanto, a funcdo dos OK ainda nao é
conhecida. O presente estudo utilizou imagens feitas por MET de 5 paralarvas
de O. vulgaris recém eclodidas que ap0s serem anestesiadas, foram fixadas,
emblocadas e cortes ultrafinos (50-70 nm) realizados em ultramicrotomo para
obtencdo de imagens em MET. Através das imagens obtidas foi possivel
observar OK em diferentes distancias da célula basal. Esta célula contém
complexos de Golgi e reticulo endoplasméatico em abundéancia, conferindo as
mesmas caracteristicas de célula secretora. Foi possivel também constatar
varias semelhancas entre a descricdo original dos OK e as nossas amostras,
como, por exemplo, o papel do quetoblasto na formacdo dos OK. As
microvilosidades do quetoblasto estdo inseridas dentro de cada cerda canular,
assim seu crescimento de fato pode ser aposicional, através da adicdo de uma
nova matriz a partir de sua base. Nao foi possivel determinar se as células
laterais participam da formagdo dos OK ao longo das cerdas. No entanto,
véarias vesiculas formam observadas na interface das células laterais com o0s
OK, indicando intensa atividade secretora nos OKs. Os resultados sugerem
gue estas secrecdes podem estar relacionadas a funcéo, ou formacéo dos OK.
Assim, estudos mais detalhados sobre a ultraestrutura e composi¢cao dos OK,
bem como das células laterais e da natureza das secre¢des produzidas por ela,
poderao nos fornecer respostas mais detalhadas sobre os OK.

Palavras chaves: Octopus; quetoblasto, epiderme.



1 INTRODUCAO

A classe Cephalopoda é formada por moluscos altamente especializados
com grande capacidade de adaptacdo e aprendizagem. Os cefalépodes -
polvos, lulas, sépia e o Nautilus — sdo encontrados em aguas marinhas em
regides tropicais, temperadas e polares. A espécie alvo deste trabalho é o
polvo comum, Octopus vulgaris Cuvier, 1797. Ocorre no Mar Mediterraneo e
no oceano Atlantico central e nordeste (AVEDANO et al., 2020)

Por muito tempo, esta espécie foi considerada cosmopolita sendo tratada
como uma unica em todos os oceanos. Porém, atualmente sabe-se que ha
diversas espécies cripticas pertencentes a um complexo de espécies
conhecido como “O. vulgaris complexo de espécies” Estudos recentes
combinaram revisbes taxondmicas, com andlises de base molecular e
identificaram diferencas genéticas que apontaram novas espécies, como é o
caso de Octopus americanus, que se distribui na costa do Brasil (AMOR et al.,
2017, AVEDANO et al., 2020), e havia sido identificada como O. vulgaris Tipo Il
e ocorre em todo o litoral brasileiro (AMOR et al., 2017).

Tanto Octopus vulgaris sensu stricto como O. americanus podem ser
encontrados desde regides rasas a profundidade de 150 m e tem um ciclo de
vida curto, de 12 a 18 meses (BUDELMANN et al., 1997). Ambas as espécies
tém alta fecundidade e produzem muitos ovos pequenos, dos quais eclodem
paralarvas planctdnicas. As paralarvas tem habito de vida planctbnica, e apés
0os primeiros meses de vida se tornam bentbnicas. Durante o periodo de
incubacdo dos ovos, as fémeas ndo se alimentam e morrem apds a ecloséo
das paralarvas, no entanto, elas podem sobreviver até seis meses depois da
incubacdo (MANGOLD; VON BOLETZKY, 1973). Se tratando do desenvolvimento
das paralarvas, estas vao perdendo gradativamente a capacidade de natacéo e
seu manto tornam-se relativamente menor em relagédo ao corpo, que passa a
ter os bragos mais desenvolvidos até o final da fase plancténica (VILLANUEVA,
1997).

As paralarvas de O. vulgaris vém sendo estudadas ao longo da ultima
década, para uma maior compreensdo dos fatores envolvidos no seu
crescimento e sobrevivéncia, bem como pelo crescente interesse no

desenvolvimento de seu cultivo para a aquicultura, (IGLESIAS et al., 2014).



Dentre os cefalépodes, O. vulgaris € uma das espécies mais estudadas no
mundo, devido ao valor econdmico, e vantagens atraentes para o cultivo. Estas
vantagens incluem: boa capacidade de adaptacdo as condi¢cdes de
confinamento (quando subadulto), um aproveitamento de 70% da alimentacao
oferecida (de baixo custo), ganho de peso rapido e ter 90% de seu corpo como
massa proteica para consumo (IGARASHI, 2010).

As tentativas de produzir polvos em larga escala ainda séo timidas,
devido as altas taxas de mortalidade das paralarvas e ao conhecimento
limitado sobre seu comportamento durante a fase plancténica (IGARASHI,
2010). Por isso, estudos sobre as paralarvas, no que se refere a sua
morfologia, ultraestrutura, fisiologia e comportamento ainda sao muito
necessarios.

As paralarvas de polvos da Subordem Incirrata possuem estruturas
Gnicas em sua epiderme, conhecidas como 6rgdos de Kolliker (OK). Tais
estruturas sdo formadas por tufos de cerdas epidérmicas que estdo inseridos
na base do epitélio e projetam-se para fora ficando expostas ao ambiente
(BROCCO et al., 1974). Esses 6rgados desaparecem quando os polvos se
tornam bentdnicos, porém, ndo ha muitas informagfes sobre como isso ocorre
e sua funcéo ainda é desconhecida.

As paralarvas possuem tecido epitelial formado por uma Unica camada de
células (BULDEMANN et al.,, 1997), logo abaixo ha uma camada de tecido
dérmico, que além dos OK contém outros componentes, como as células com
pigmento, os cromatoforos, além de iridéforos, que sdo células refletoras e os
leucoforos que atuam na diversificacdo dos padrdes cromaticos (BROCCO,
1976). Ainda, em paralarvas de O. vulgaris foram encontrados dois tipos de
células mucosas espalhadas na epiderme do manto que foram denominadas
de células mucosa 1 (m1), mucosa 2 (m2) (ACCOGLI et al., 2017).

Neste contexto, torna-se relevante a ampliacdo do conhecimento
sobre os OK utilizando a analise ultraestrutural, principalmente por estudos
sobre este tema terem sido feitos por Brocco et al., (1974), e néo ter sofrido
atualizacdes até o momento. Sendo assim, 0 objetivo deste estudo € obter
mais informagdes sobre os OK durante afase planctonica do ciclo de vida dos
polvos. Para tanto, objetiva-se com este estudo avaliar a epiderme e a

ultraestrutura dos OK em paralarvas de O. americanus recém eclodidas.



1.2 OBJETIVO GERAL

Descrever os conhecimentos acumulados a respeito da morfologia e a
ultraestrutura dos OK em paralarvas de polvos (Octopus vulgaris) atraves de
microscopia eletrénica de transmissdo (MET), com base na descricdo dos OK
de paralarvas de O. vulgaris sensu stricto publicada por Brocco et al., (1974).

Ainda, avaliar possiveis relacdes de OK com outras estruturas na
epiderme de paralarvas.

2 REVISAO DE LITERATURA

A estrutura alvo deste trabalho teve sua primeira descricdo em 1844 por
A. Kolliker que observou cerdas muito finas na epiderme de paralarvas do
polvo pelagico Argonauta argo. Posteriormente, essa estrutura recebeu seu
nome, sendo conhecida como 6rgdos de Kolliker (OK). ApOs esse primeiro
apontamento outros autores passaram a observar estas estruturas em varias
outras espécies de octépodes, e atualmente, sabe-se que todas as paralarvas
de polvo da Subordem Incirrata possuem os OK. Também foi relatada a
presenca de estruturas semelhantes aos OK em outros organismos, como 0S
poliquetas (GUSTUS E CLONEY, 1973) e na estrutura auditiva de diversos
mamiferos (DAYARATNE et al., 2014).

Os OK se encontram distribuidos por toda a superficie do corpo das
paralarvas de polvo, sendo mais abundantes no manto e bragos do que na
cabeca e sifao. Estes 6rgdos possuem um comprimento médio de 50 ym e
diametro basal de 13 pm, sao formados por cerca de 1500 cerdas canulares
distalmente afiladas. Tais 6rgdos possuem ainda trés partes principais sendo:
a) um foliculo ectodérmico de células especializadas o quetoblasto; b) varias
células foliculares laterais; e ¢) um fasciculo extracelular de cerdas canulares
gue formam os tufos de Kolliker. Os tufos sdo desenvolvidos dentro dos
foliculos epidérmicos durante a embriogénese para mais tarde irromper pela
superficie da epiderme (BROCCO et al., 1974) (Fig. 1). O quetoblasto também

€ chamado de célula basal, por representar a base do OK, abaixo do mesmo
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ha um grupo de fibras musculares dérmicas obliguamente estriadas
(BOLETZKY, 1973; BROCCO et al., 1974). Estes musculos ajudam a irromper
o fasciculo e espalhar os tufos de Kolliker para fora da epiderme (Villanueva e
Norman, 2008) (Fig. 2). Recentemente, Nold et al., (2015), demostraram em
seu estudo sobre a formagao do bragco do O. vulgaris a presenca do cordéo

nervoso que delimita o espaco onde futuramente se desenvolvera o OK.

‘ ) Tufo de Kélliker

Cerdas canulares Célula Epidérmica

Figura 1. Esquema representativo do Orgédo de Kélliker. Fonte Brocco et al., (1974).

Os OK podem estar evertidos, ou seja, projetados para fora da epiderme e
espalhados de forma circular, bem abertos (Fig. 2), ou também fechados e
inseridos na epiderme antes de irromper (Fig. 1). Acredita-se que as cerdas
dos OK séo constituidas principalmente de quitina (QUERNER, 1926).

Cada cerda apresenta diametro de 350 nm e é composta por filamentos
longitudinalmente orientados. O quetoblasto tem superficie apical cbncava em
forma de taca, nucleo achatado, reticulo endoplasméatico rugoso, complexo de

Golgi, mitocondrias e elementos vesiculares, conferindo a ele caracteristicas
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celulares secretoras. Na superficie do quetoblasto ha aproximadamente 1500
microvilosidades, cada uma penetrando em uma das cerdas do foliculo. As
microvilosidades contém um pacote de filamentos que se estendem
profundamente no interior do citoplasma, além de possuirem muitos
ribossomos e pequenas vesiculas. As células laterais sdo semelhantes ao
quetoblasto, porém ndo possuem as microvilosidades na superficie (BROCCO
et al., 1974).

Figura 2. Orgdo de Kolliker evertido. Setas brancas indicando OK dentro da epiderme de
O. vulgaris sensu scrito. Fonte Brocco et al., (1974).

A relevancia em se estudar os OK reside no fato desta estrutura estar
presente em todas as paralarvas de uma Subordem de polvos e sua principal
funcdo permanecer desconhecida, embora existam vérias hipoteses para
explicar sua possivel funcdo. Villanueva e Norman (2008) relatam reflexdes
luminosas nos tufos evertidos em individuos vivos, sugerindo que os OK
poderiam auxiliar a camuflar a silhueta das paralarvas na coluna d’agua.
Brocco et al., (1974), ja havia citado que os OK poderiam ter caracteristicas
anisotropicas considerando o tufo como positivamente birrefringente, isso
significa que de acordo com a direcdo em que a paralarva estd em relacdo a

luminosidade que recebe, o OK poderia alterar sua cor. No estudo em questao,
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através do contrate de cores, as paralarvas refletiam feixes de cores azuis e
amarelas conforme foram sendo rotacionadas em relagdo a luminosidade em
que foram expostas. A caracteristica birrefringente dos OK foi sugerida como
uma tatica de camuflagem que pode ser favoravel ao deslocamento vertical dos
individuos durante o dia (VILLANUEVA et al. 2021).

Outra fungdo sugerida, € que os OK desempenhariam um papel
fundamental durante a eclosdo das paralarvas, auxiliando-as a sairem dos
ovos no momento da eclosédo (BOLETZKY, 1973). Adam (1939) aponta, a partir
de suas comparacdes com as analises de outros autores, que os OK poderiam
ser utilizados para auxiliar na percepcdo das correntes de agua. Em
concordancia com a ultima hipétese, Villanueva et al., (1997), acusa que 0s
OK, guando projetados para fora da epiderme, auxiliariam na flutuabilidade das
paralarvas na coluna d’agua, e permitiriam que as mesmas se deslocassem
mais facilmente, uma vez que quando abertos, os Ok aumentariam a superficie
das paralarvas.

Contudo, é importante mencionar que estas estruturas desaparecem
gquando as paralarvas assentam ao fundo e se tornam juvenis benténicos,
sendo reabsorvidas ou transformadas em outras estruturas epidérmicas
(NAEF, 1923). Por esta razao - sua funcdo esta necessariamente relacionada -
a fase de vida planctonica dos polvos.

Mazinni (2010) comparou a ultraestrutura dos OK em duas espécies de
polvo: Argonauta nodosa e Octopus americanus que possuem habitats
distintos, embora ambas as paralarvas sejam planctbnicas. A primeira espécie
€ um polvo pelagico e todo o seu ciclo de vida ocorre na coluna d’agua em
oceano aberto. Ja O. americanus é bentdnico na fase juvenil e adulta e ocorre
proximo as zonas costeiras. Este autor notou diferencas na distribuicdo dos OK
entre estas espécies, sendo estes 6rgdos bem mais abundantes em O.
americanus. Foram também observadas por este autor diferencas nos
diametros dos tufos entre as duas espécies, sendo os tufos em O. americanus
aparentemente mais robustos.

Outro estudo, avaliou a morfologia dos OK em paralarvas de O.
americanus e O. insularis, além de examinar os possiveis efeitos de diferentes
salinidades, na morfologia dos OK em paralarvas de O. americanus. Em seu

experimento as paralarvas foram submetidas a trés condi¢des de salinidade: a)
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controle com salinidade 34, b) salinidade 37 (alta) e, c) salinidade de 20
(baixa). As paralarvas submetidas a salinidades de 37 e 20 apresentaram
ampla distribuicdo de tufos ao longo do manto, semiabertos, fechados e ainda
imersos na epiderme ou em processo de rompimento da epiderme. Ja 0s
individuos em condi¢des normais (controle) tinham poucos OK e estes ainda
estavam imersos na epiderme. Sugerindo que os OK poderiam ter respondido
as alteracdes de salinidade ao terem rompido a epiderme e ficado expostos na
interface com o ambiente, apresentando, portanto, uma resposta as baixas ou
altas salinidades (HUY, 2013).

No estudo realizado com 17 espécies e 120 individuos de octopodes de
todos os oceanos trouxe uma nova perspectiva em relagdo ao tamanho,
distribuicdo e densidade dos OK (VILLANUEVA et al., 2021) . Os habitats das
espécies abrangeram os modos de vida holobentbnicos, holopelagicos e
meropelagicos. Mesmo as espécies vivendo em distintas condi¢des o tamanho
dos OK demonstrou serem constantes. Em O. vulgaris poés-eclodidos o
tamanho dos OK demostrou nao sofrer alteracfes desde a fase plancténica até
0 assentamento no bentos, quando a paralarva esta na fase juvenil. No
entanto, foi apontada a formacao de novos OK na ponta dos bragos durante o
periodo plancténico e inicio da fase juvenil béntica. Mas, o volume de OK
diminui no manto e bracos de forma gradual a medida que a paralarvas
crescem (VILLANUEVA et al., 2021).

Como exposto acima, embora existam estudos basicos sobre os OK
ainda h4 uma enorme lacuna a ser preenchida sobre estas estruturas,
principalmente sobre sua ultraestrutura, o que pode ser Gtil para se se obter
mais informacdes sobre esta estrutura na fase plancténica do ciclo de vida dos

octopodes.

3 MATERIAIS E METODOS

Utilizamos amostras de O. vulgaris sensu scrito, recém-eclodidas. Para
aquisicao das imagens dos bracos de polvo, foram coletadas ao acaso em
Becker de vidro cinco paralavas recém-eclodidas, coletadas no aquario de
Barcelona, logo apos a ecloséo. Apoés a coleta, foram anestesiadas com cloreto

de magnésio (Escanez et al., 2018) e fixadas em solugéo de Karnovsky (2.5%
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glutaraldeido e 2.5%, paraformoldeido em tampé&o cacodilato 0.05 N), de
acordo com a metodologia de Cyran et al., (2018). Subsequentemente foram
expostas a solucdo de tetréxido de 6smio 1%, desidratados em acetona e
emblocado em resina Spurr. Cortes ultrafinos (50-70 nm) foram obtidos em
ultramicrotomo Reichert-Jun e imagens foram obtidas em microscopio
eletrbnico de transmissao Jeol. A metodologia de MET seguiu o protocolo
descrito por Brocco et al., (1974).

Foram analisadas um total de 81 imagens de diversos aumentos (3.000 a
50.000 vezes) dos bracos das paralarvas. Destas imagens foram selecionadas
as que apresentaram os OK e as demais estruturas proximas ao mesmo. As

imagens obtidas foram comparadas aos resultados de Brocco et al., (1974).

4 RESULTADOS
4.1 Orgaos de Kolliker

4.1.1 Caracterizagao dos OK ao longo da epiderme

O tecido epitelial dos cefalopodes é constituido de uma camada Unica
de células epiteliais colunares, algumas células mucosas e células sensoriais
ciliadas (Fig. 3). Junto a estas estruturas temos os OK que estéo distribuidos
em toda a epiderme, ao longo do corpo das paralarvas, incluindo bracos,
cabeca e manto.

A composicdo estrutural do OK é constituida de quatro estruturas
principais: a) quetoblasto, b) células laterais, c) tufo de cerdas canulares e, d)
fibras musculares (Fig. 3 A e B). Estas estruturas possuem caracteristicas
especificas e estdo inseridas em um foliculo no tecido epitelial de forma a
compor os OK.

O foliculo é constituido de células laterais, do quetoblasto e das cerdas
canulares. O quetoblasto envolve a base do tufo de cerdas canulares onde seu
citoplasma é visivel (Fig. 3 A: OK1). O tufo de cerdas canulares, portanto, se
origina no quetoblasto. As células laterais s&do um conjunto de células que

circundam as cerdas canulares acima de sua regiao basal (Fig. 3 A: OK3). Por
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fim, as fibras musculares permeiam os foliculos dos OK e sao responsaveis
pelo movimento e sustentacdo do mesmo (Fig. 3 B).

Além dos OK, na epiderme encontram-se distribuidas varias células
mucosas. Dentre elas, as células m1 e m2 que foram descritas por Accogli et
al., (2017). Estas células possuem caracteristicas distintas. As células ml
possuem granulos densos, portanto, mais escuros e definidos em seu interior.

Ja as m2 tém granulos finos e sdo conhecidas como células caliciformes (Fig.

3). Ambas as células liberam suas secrecdes para 0 meio extracelular.

Figura 3. Tecido epitelial de paralarvas de polvo. a) Seccdo transversal de tecido epitelial evidenciando os
Orgdos de Koélliker (OK), quetoblasto (q), célula mucosa m1, célula mucosa m2 e célula lateral (cl) em O.
vulgaris sensu scrito. Aumento 3000 x. b) componentes da epiderme do braco de uma paralarva com a
presenca de Orgédo de Kélliker (OK), cromato6foro (cr), fibras musculares (fm), células de mucosas (ml e
m2) e célula ciliar (setas pontilhadas). Aumento 3000 x.

4.1.2 O guetoblasto suas microvilosidades e as cerdas do OK

O quetoblasto é uma célula achatada em formato de taga, ou seja,
possui uma regido que se curva para dentro, sendo cbncava, e por
consequéncia o lado oposto se curva para fora. A extremidade cbncava esta
voltada para as cerdas canulares, que encaixam nessa superficie. Por possuir
em seu citoplasma muitos complexos de Golgi, mitocdndrias, vesiculas e
reticulo endoplasmatico rugoso, o quetoblasto é caracterizado como uma célula
secretora (Fig. 4 A).
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Na superficie concava desta célula existem microvilosidades, que sao
evaginacgdes existentes na superficie das células, tém o papel de aumentar sua
area de contato com o meio e permitir a passagem de nutrientes ou sua
absorcdo. Nos OK, as microvilosidades estdo presentes na interfase entre as
cerdas canulares e o citoplasma do quetoblasto. Ocorrem na base de cada
cerda, e se prolongam para o seu interior.

As microvilosidades possuem pequenas vesiculas, que provavelmente
estdo relacionadas ao transporte de substancias necessarias ao
desenvolvimento das cerdas (Fig. 4B). Tais vesiculas deixam resquicios de
suas membranas do interior das cerdas canulares de forma irregular, sendo os
fragmentos membranosos. Durante o crescimento, das paralarvas, o0s
fragmentos membranosos deixam sinais nas cerdas que podem ser notados
pela presenca de manchas escuras ao longo do comprimento das cerdas (Fig.
4B). Estas vesiculas podem ser transferidas para a base das cerdas pelo
processo de exocitose (processo de transporte celular ativo de material

intercelular por vesiculas) e por apoerina (fragmentos das células dispensados

COmMo secrecao).

> / 4 A L S o oy « W d
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Figura 4. Secédo transversal da base do OK em paralarvas de polvo. a) Citoplasma do quetoblasto com
mitocondrias (Mi), Complexo de Golgi (CG) e microvilosidades (MV) no processo de formacao das cerdas
canulares (Cc). Aumento 50.000 x. b) Seccdo transversal da base do OK, mostrando o quetoblasto e
cerdas canulares. Lamina basal (Ib) delimitando o citoplasma do quetoblasto, no qual ha microvilosidades
(seta) que contém em seu interior vesiculas (v). Observamos também as cerdas canulares (Cc) ainda
arredondadas e com pouco espagamento intersticial. Aumento 25.000 x.
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As cerdas canulares tém forma quase hexagonal, com pouco
espacamento entre as mesmas (Fig. 6 B). Por outro lado, quando observamos
as cerdas canulares na base dos OK seu formato € bem arredondado e seu
interior possui uma tonalidade escura devido ao material denso proveniente
das microvilosidades (Fig. 5). Conforme o material formador das cerdas se
consolida, vai adquirindo uma coloracdo mais clara, e as cerdas passam a ter
menor espagamento entre si, ganhando uma organizagdo espacial mais
definida.

Os OK séo delimitados por uma lamina basal espessa. Adjacente a ela
esta uma camada de tecido muscular, responsavel por promover a contragao
na epiderme do animal. Nessa regido, o tecido muscular é estriado, sendo,
composto por células longas, cilindricas e com varios nucleos localizados em
sua periferia (Fig. 5). A contracdo nesse tecido ndo € involuntaria, ou seja, é

necessario que a paralarva execute o estimulo.
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Figura 5. Secc¢éo transversal na base do quetoblasto. Tecido muscular
(M) adjacente a lamina basal (Ib) do quetoblasto e microvilosidades (Mv)
saindo de seu citoplasma e fazendo parte da constituicdo das cerdas
canulares (Cc). Aumento 20.000 x.

4. 2 Células laterais
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As células laterais possuem caracteristicas de célula secretora. Tal fato
€ evidenciado através da presenca de reticulo endoplasmatico rugoso e de
Complexos de Golgi (Fig. 6). Também foi observada a producédo de vesiculas
gue aparentemente sdo secretadas nos intersticios das cerdas canulares (Fig.

6 A). Além destas caracteristicas, as células laterais possuem um nucleo oval

grande e achatado (Fig. 6 B).

|

Figura 6. Secdo transversal de célula lateral e cerdas canulares na epiderme de paralarvas de polvo A)
E possivel visualizar as organelas de célula lateral, como nucleo (N), cisternas do reticulo
endoplasmatico rugoso (R) e formacgao de vesiculas (v), que podem ser incorporadas pelo complexo de
Golgi (CG) para serem processadas vesiculas de Golgi (VG) e liberadas em direcéo as cerdas canulares
(Cc). Nota-se a presenca de substancias intersticiais préximas as cerdas canulares (setas pontilhadas)
e em seu interior vemos fragmentos membranosos (seta lisa). Aumento 30.000 x. B) Citoplasma de
células laterais em contato com cerdas canulares bem desenvolvidas. Com nucleo (N) oval contendo o
nucléolo arredondado (Nu). Na periferia do nicleo temos as cisternas do complexo de Golgi (CG). Além
de observamos as interdigitagdes (l), responsaveis pelo ligamento celular, e a presenca das cerdas
canulares (Cc). Aumento 12.000 x.

As células laterais se distribuem no entorno das cerdas, ao longo de sua
extensdo longitudinal. Na area de contato entre as cerdas canulares e as
células laterais, as primeiras estdo bem desenvolvidas, isto €, tem formato
hexagonal bem definido, com maior espacamento entre si. As cerdas sao
formadas por material menos denso e seu centro € bem reduzido, quando
comparado com as cerdas encontradas préximas as microvilosidades. E, em
seu centro, contém fragmentos membranosos originados através do processo
de crescimento das cerdas (Fig. 6 A).

As imagens sugerem que as células laterais poderiam realizar
endocitose ao assimilar vesiculas para seu interior. Através do processo de

endocitose ocorre a absor¢cdo de substancias do meio extracelular. Este
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processo tem inicio com o invaginamento da membrana plastica, que se
deforma para o interior da célula e assim englobla no citoplasma celular as
vesiculas que serdo sintetizadas e liberardo o material de seu interior dentro da
célula (Fig. 7 A).

Outra observacao importante, evidenciada através das imagens, foi a
existéncia de um possivel transito vesicular entre as células laterais e o meio
em onde estdo as cerdas canulares (Fig. 7 B, C e D). A liberacdo de vesiculas
permite o transporte de um grande volume de substancias. A interacdo entre as
células laterais e as cerdas canulares parece se dar por exocitose, ou seja,
ocorre a liberacédo de vesiculas pelas células laterais para serem aderidas pelo
citoplasma em que estd inserido as cerdas canulares (Fig. 7B). Assim, o
material proveniente das células laterais seria transportado até as cerdas
canulares por estas vesiculas dentre os intersticios do meio, no qual o material
vesicular seria liberado e absorvido (Fig. 7 B).

Sendo assim, para que ocorra o processo de adeséao do liquido vesicular
seria necessaria a abertura da membrana. Para este processo ocorre a
concentracdo de proteinas, na parede externa da vesicula, que fazem o
trabalho de deformacdo da membrana vesicular, a qual ird liberar o material
nos intersticios das cerdas canulares (Fig. 7 B).

As imagens também revelaram que outra possivel caracteristica das
vesiculas é a capacidade de englobar vesiculas menores para seu interior.
Este processo € conhecido como adsorcdo, e permite as vesiculas se
condensarem e terem um volume maior de carga para transporte. Através
destas observacdes, € possivel inferir que as vesiculas sejam utilizadas para o
transporte de material secretado pelas células laterais até o meio onde se
encontram as cerdas canulares. Assim, as células laterais parecem
desempenhar um papel importante na retirada e na adicdo de substancias das
cerdas canulares, através da producédo de vesiculas, até o meio intracelular,
(Fig. 7 C). Foi possivel observar que o transporte vesicular de grandes porc¢des
de fluidos do meio celular ocorre na regido de contato entre as cerdas

canulares e a célula lateral (proximo ao seu nucleo) (Fig. 7 D).



Figura 7. Célula lateral e cerdas canulares na epiderme de paralarvas de polvo. A) Célula lateral
interagindo com uma vesicula por processo de endocitose (seta). No zoom, cerdas canulares CC bem
desenvolvidas com formato hexagonal caracteristico. Aumento 15.000 x. B) Transporte vesicular de
grande volume de fluido. Possivel presenca de secre¢cdo (seta menor) para o meio entre as cerdas
canulares. Nesta regido ha uma vesicula com aparente contorno mais espesso na regido (seta maior).
Na outra extremidade presenciamos o processo de adsorcdo de uma vesicula menor, ou seja, a sua
reabsorgcdo por uma vesicula maior (seta pontilhada). Aumento 30.000 x. C) Corte obliquo do tecido
epitelial mostrando transito vesicular na periferia das cerdas canulares (Cc), complexo de Golgi (CG)
com producéo de vesiculas. Aumento 30.000 x. D) Vesicula presente no polo celular entre cerdas
canulares (CC) e nucleo da célula lateral (N). Aumento 50.000 x.
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5 DISCUSSAO

Dentre os resultados mais importantes deste trabalho, destacamos o
papel que as células laterais demonstraram possuir na interagdo com os OK.
Para Querner (1926), estas células nao participavam da formacéao dos OK, mas
sua analise néo foi realizada por técnicas avancadas como a MET, usadas por
Brocco et al., (1974), Boletzky (1973) e no presente estudo. No entanto, este
altimo autor notou alguma interagdo entre as células laterais e as cerdas
canulares, sugerindo que tais células poderiam ter participacdo no processo de
nutricdo das cerdas. Estas observagdes corroboram com os resultados do
presente trabalho.

Querner (1926) e Boletzky (1973) observaram de quatro a seis células
laterais, sendo que de maneira geral, ha seis células no entorno de cada um
dos tufos do OK (ADAM, 1939). Em nossas imagens foi possivel ver até trés
destas células ao redor do OK (Fig. 3 A). As células laterais fazem parte da
composicao dos OK e podem ter tanto um papel de suporte para os OK e suas
funcdes, bem como serem fundamentais no processo de nutricdo e
manutencdo dos mesmos. As nossas imagens indicaram interacdes entre estas
células e os OK, através da liberacdo de secrecBes, uma vez que observamos
secrecOes passando do complexo de Golgi para o0 meio em que estdo os OKs.
(Fig. 6 A).

As secrecbes produzidas pelas células laterais parecem ter um papel
importante na lubrificacdo do tufo. Apds a eclosdo das paralarvas, os OK
irrompem para o exterior da superficie do tecido epitelial e, a partir de entao,
sdo constantemente fechados e retraidos ou abertos e evertidos (HUY, 2013,
VILLANUEVA et al., 2021) e certa lubrificacdo parece ser necesséaria neste
processo.

Durante os estagios inicias de desenvolvimento do sistema auditivo em
camundongos ocorrem estruturas denominadas de OK, assim como corre em
diversas outras espécies de mamiferos, incluidos humanos. A participacdo do
orgao esta ligada ao estagio de desenvolvimento auditivo em que ainda ndo ha
atividade sonora, ou seja, antes do inicio da audicdo (DAYARATNE et al.,
2014). Estes autores mostraram que os OK atuam no meio liquido durante a

formacao da audicdo, e quando os OK sofrem alguma deformidade podem
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causar deficiéncias auditivas em camundongos. Porém, ndo foi possivel
estabelecer maiores relacdes entre aquele estudo e o presente trabalho.

As caracteristicas observadas entre OK presentes na Figura 3, isto € OK2
e OK3 tem aspecto diferentes dos OK1, na mesma imagem. Tal fato, pode ser
devido a variacGes no sentido das posicbes dos OK em relacdo ao corte do
ultramicrotono realizado no brago da paralarva, vemos os OK em trés angulos
diferentes, o que nos permitiu observar partes distintas das cerdas canulares,

Portanto, a Fig. 3 parece ilustrar diferentes partes dos OK, isto €, no OK1
observamos a base das cerdas e notamos uma maior deposicdo de material
denso que compde as mesmas. Por outro lado, nos outros OK observados na
Fig. 3 (OK2 e OK3) observamos a extremidade distal das células canulares,
onde ja ndo ha tanta deposicdo do material denso em seu interior. Esse
material € formado no quetoblasto, que € uma célula vital para a formacédo das
cerdas do OK e as microvilosidades inseridas na base do quetoblasto s&o
representadas pelo material denso e escuro observado no OK1 (BROCCO et
al., 1974). O quetoblasto atua como “molde” para a formagao das cerdas, fato
claramente observado em algumas imagens, pois a base das cerdas é
ocupada pelas microvilosidades (Fig 4), as quais se inserem dentro de cada
cerda (BROCCO et al.,, 1974), identificada na imagens como a regiao
arredonda e escura no centro das cerdas.

Brocco et al., (1974), relata que o interior das microvilosidades contém
cromatina condensada, confirmando assim que a regido do nucleo das cerdas
tem uma composi¢ao mais densa e diferente das extremidades (Fig. 7 A). Por
essa razao, o quetoblasto tem ligacéo direta com a morfogénese do tufo.

Embora possuam caracteristicas de célula secretora, com presenca de
reticulo endoplasmatico rugoso e muitos complexos de Golgi, testes
histoquimicos demostraram a auséncia de coloragdo nos OK (ACCOGLI et al.,
2017) tal caracteristica sugere que nenhuma funcdo secretora pode ser
atribuida ao 6rgédo (VILLANUEVA et al., 2021). Mesmo com tal sugestdo a
analise feita em nosso estudo aponta uma interagdo vesicular entre as células
epiteliais e as cerdas canulares, o que sugere a liberacdo de secrecéo.

As observacbes de Gustus e Cloney (1973) trazem um comparativo
interessante com as cerdas do poliquetas Nereis vexilhosa, sugerindo que o

canal cortical estrutura no centro dos ossos dos vertebrados composto pelo
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cortex e 0 canal medular que o penetra - teriam semelhancas morfolégicas e
possivelmente mecéanicas com a base da cerda dos OK. Dessa forma, tanto as
cerdas canulares quanto o canal cortical medular das cerdas dos poliquetas
possuem microvilosidades com perfil circular escuro em seus interiores.
Conferindo aos seus ndcleos uma composicdo mais densa, e
consequentemente mais rigida. A resisténcia mecéanica que a estrutura tubular
das cerdas possui se assemelha a da estrutura 6ssea (compacta e com
lacunas) e confere maior forca por unidade de peso. Sendo assim, a regido
mais fina das cerdas suporta mais tensédo. A vantagem mecanica desse tipo de
estrutura, ou seja, composta por cerdas que juntas se tornam rigidas é o
aumento da resisténcia superficial. Atuando com adaptabilidade em qualquer
situacdo que possa demandar esforcos. Pois, essa estrutura pode romper as
tensdes sofridas em suas cerdas.

No contexto, em que os OK sdo comparados devido as semelhancas
morfoldgicas, ao everter as cerdas aumentariam a forga para ruptura da tenséao
gerada na coluna d'agua e quando as cerdas estdo abertas permite a
dissipacdo dessa forca gerada o0 que poderia acarretar melhora na
flutuabilidade passiva (VILLANUEVA et al., 2021) e na locomogao ascendente
das paralarvas. Sendo assim, a regido central das cerdas poderia atuar na
propulsdo e movimentacao das paralarvas.

Querner (1926) descreve observacdes que corroboram com 0S NOSSOS
resultados, ou seja, sugerindo que o quetoblasto € uma célula proeminente na
formacdo das cerdas canulares, através das microvilosidades, que passam a
compor a base das cerdas. Tais cerdas parecem ter um crescimento gradual e
se alongam a partir de sua base. Além do processo de alongamento, ha
também a formacgdo de novas cerdas e com isso o0 quetoblasto sofreria uma
regressdo de seu tamanho, segundo Querner (1926) e Boletzky, (1973).
Villanueva et al., (2021) observou o crescimento de novos OK nas pontas dos
bragos de paralarvas. A presenca de muitas vesiculas na proximidade das
microvilosidades e a falta de uma teia terminal (que representa a base de
sustentacdo e movimentacdo das microvilosidades), s&o caracteristicas
incomumns do quetoblasto. Em geral, as células apresentam essas teias, mas

em nossas imagens nao as observamos, assim como Brocco et al., (1974).
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Véarios estudos sugerem que a quitina € provavelmente o material
primordial para a formacao das cerdas dos OK (QUERNER, 1926; BOLETZKY,
1973; BROCCO et al.,, 1974; VILLANUEVA et al., 2021). Em seu estudo,
Querner (1926) através de andlises histoloégicas em paralarvas de O. vulgaris
detectaram a presenca de quitina em amostras de tecido epitelial contendo os
OK. Com testes feitos em 120 individuos Villanueva et al., (2021) constatou a
presenca de quitina nos OK.

No detalhado estudo de Brocco et al.,, (1974), os autores relatam a
presenca de substancias escuras ao longo do comprimento do OK, e sugerem
que as mesmas poderiam representar vestigios decorrentes de seu processo
de crescimento, na forma de fragmentos membranosos. Em nossas imagens,
nao foi possivel observar com clareza este processo, pois para iSso seriam
necessarias imagens dos tufos em uma orientacdo diferente. No entanto, ao
analisarmos imagens das cerdas (Fig. 7) conseguimos notar que ainda ha a
presenca do material denso que esta atrelado ao centro das cerdas, o qual vai
se tornando mais claro a medida que se aproxima das bordas as cerdas. Essa
variacdo na coloracdo pode estar relacionada com as nuances mais escuras
relatadas pelos autores acima, e que sugerem a presenca dos fragmentos
membranosos.

No que se refere ao aparato muscular, Querner (1926), alega que os OK
sdo desprovidos de musculos e que possuem fibras de tecido conjuntivo em
sua base. No entanto, tanto Brocco et al., (1974), quanto Boletzky (1973)
observaram um grupo de fibras musculares dérmicas obliquamente estriadas
abaixo dos OK. Em nossas imagens, foi possivel observar tecido muscular
abaixo do tecido epitelial, como era de se esperar, no entanto, infelizmente néo
obtivemos imagens claras abaixo dos OK que nos permitissem verificar a
presenca das fibras musculares descritas anteriormente. Para Boletzky (1973),
o aparato muscular na base dos OK atua no processo de invaginacao e
retracdo do tufo. Estas funcdes séo, provavelmente, praticadas pelas células
laterais e pelo quetoblasto, o qual retornaria ao seu estado natural apds o
relaxamento da musculatura. Adam (1935) sugere que, além do aparato
muscular, pode haver terminacfes nervosas nos tecidos que circundam os OK.
Porém, assim como Brocco et al., (1974), ndo observamos vestigios dessas

terminacdes nervosas nas imagens analisadas.
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Embora as células mucosas presentes na epiderme das paralarvas nao
seja o foco do presente estudo, sua presenca € bem conspicua e digna de
nota, visto que estdo dispostas proximas aos OK, ainda que ndo tenha sido
observada relacéo direta dessas células com os OK (ACCOGLI et al., 2017)
(Fig. 3). Essas células (m1 e m2) sdo formadas por glicoproteinas, sendo
células secretoras. Suas secre¢fes mucosas sao granulares de material denso
e também tendem a desaparecer gradativamente apés o final da fase
planctdénica das paralarvas (ACCOGLI et al., 2017). Tal fato sugere que as
secrecOes produzidas por estas células mucosas sejam necessarias apenas
durante esta fase do ciclo de vida, assim como os OK.

As células m1 e m2 foram observas por Querner (1926) que as descreve
como células granulares (ml) e calciformes (m2). As células ml tém a
granulometria grossa (Fig. 3) (ACCOGLI et al., 2017). Estas células possuem
semelhancas morfoldgicas com as células adesivas encontradas na epiderme
da lula ané Idiosepius (CYRAN et al., 2015).

Os OK se desenvolvem durante o processo de formacao dos bracos das
paralarvas, isto €, ao longo do periodo embrionario (NOLD, 2015). As células
percussoras dos OK emergem no epitélio, diferenciando-se das células do
tecido epitelial e dando origem as células basais, ou seja, o quetoblasto. O
guetoblasto entdo, por sua vez, se multiplica e forma as cerdas canulares. Os
OK passam a cobrir a superficie do manto, cabeca e parte aboral do bracos,
isto é a area externa do braco oposta ao lado voltado para boca, onde ficam as
ventosas. Apos a eclosdo das paralarvas, od OK irrompem no epitélio e ficam
expostos ao ambiente.

E interessante mencionar que durante a formacdo dos bracos dos
embrides ha uma pausa no processo de diferenciacéo e desenvolvimento dos
bracos que ¢é adiado, ocorrendo entdo apdés a eclosdo das paralarvas
(VILLANUEVA at el., 1995). Segundo Nold et al., (2015) esta pausa na
formacao dos bracos pode estar relacionada a fase plancténica do ciclo de vida
dos polvos, quando os bragos crescem consideravelmente e se tornam maiores
gue o manto, o peso dos bracos em relacdo ao tamanho do manto dificulta a
natacdo das paralarvas, fazendo com que as mesmas assentem ao fundo.
Durante este processo, que culmina com o inicio da fase bentbnica os

elementos nervosos e musculares dos bragos atingem sua maturidade adulta.
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Nesse contexto, os OK distribuidos na epiderme das paralavras
permitem que sua superficie corporal aumente em até dois tergos quando sdo
evertidos (VILLANUEVA et al., 2021). Uma vez que este mecanismo modular
de extensdo e rugosidade da epiderme esta presente na fase inicial e
planctdnica do ciclo de vida, foi sugerido que os OK poderiam auxiliar e facilitar
a natacdo das paralarvas. Dessa forma enquanto as paralarvas desenvolvem
0s bracgos para captura de alimentos, os OK serviriam como uma estratégia de
compensacao de sua densidade na coluna da agua. Além desta caracteristica,
os efeitos birrefringentes ainda sugerem que os OK teriam um papel na
camuflagem das paralarvas, um contra ponto que sustenta essa funcdo é a
auséncia de OK em polvos de aguas profundas (VILLANUEVA et al., 2021).
Em func@o de um ciclo de vida complexo, isto €, que envolve uma mudanca de
habitat, do plancton para o bentos, varias adaptacdes morfologicas e evolutivas
devem ter sido desenvolvidas durante este processo, certamente, os OK séo
uma delas (VILLANUEVA et al., 2021).

As paralarvas de polvos ndo possuem nadadeiras, as quais tem a
funcdo de estabilizar a natacdo em paralarvas de lulas nas fases iniciais do
ciclo de vida (VIDAL et al., 2018). Os OK quando abertos aumentam a
superficie da paralarvas, favorecendo a flutuabilidade, como sugerido por
Villanueva et al., (2021), o que poderia compensar a auséncia de nadadeiras.

Seria muito interessante e oportuno analisar os OK em paralarvas em
processo de assentamento, bem como ap0s o assentamento, quando os OK
desaparecem ou sao reabsorvidos para se avaliar como ocorre este processo e
se 0 quetoblasto e das células laterais desempenhariam algum papel no
processo de reabsorcédo dos OK.

Até o momento foi possivel confirmar varias observacdes feitas em
estudos anteriores sobre os OK, mas sdo necessarios mais estudos para
encontrar respostas mais robustas sobre os mecanismos de acdo dos OK e
como 0s mesmos sao estimulados.Compreender a morfologia, comportamento
e ecologia de uma espécie, em uma fase vulneravel do seu ciclo de vida é uma
tarefa complexa. Porém, sdo fundamentais para se conhecer as estratégias de
vida e as adaptacOes evolutivas durante a fase plancténica do ciclo de vida de

polvos de toda a Subordem Incirrata.
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6 CONCLUSOES

1) As atividades secretoras observadas indicam interacdes das células

2)

laterais com os OK (Fig. 7), devido a presenca de vesiculas entre
estas células e os OK. Tais observacdes sugerem que as células
laterais poderiam atuar na manutencdo e nutricdo das cerdas
canulares, através da producdo e liberacdo de secrecdes nos

intersticios dos OK.

O quetoblasto possui caracteristicas de célula secretora, pois, contém
um grande volume de reticulo endoplasmatico rugoso e muitos
complexos de Golgi. Portanto, poderia ser o precursor, atuando na

formacao dos OK.
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